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Para a Joana 
  
Hà-de haver uma cor por descobrir 
Um juntar de palava escondido 
Hà-de haver uma chave para abrir 
A porta deste muro desmedido 
 
(Josè Saramago, Hà-de aver…) 
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CAPITOLO 1 
 
Genere Helicobacter 
 
 
1.1 Tassonomia del genere Helicobacter 
 
Il genere Helicobacter è stato originariamente descritto nel 1989 da Goodwin et al. i 
quali, sulla base di caratteristiche fenotipiche e genotipiche quali la composizione in 
acidi grassi della membrana cellulare, la sensibilità ad alcuni antibiotici e la sequenza 
del rRNA, classificarono in questo nuovo genere le specie [Campylobacter pylori] e 
[Campylobacter mustelae], isolate rispettivamente dallo stomaco di uomo (Marshall et 
al., 1985) e di furetto (Fox et al., 1988).  
Vandamme et al. (1991), sulla base dell’analisi filogenetica delle sequenze del 
rRNA, inserirono il genere Helicobacter nella Superfamiglia VI, un nuovo taxon 
distinto fra gli eubatteri della classe Proteobacteria comprendente anche i generi 
Campylobacter, Arcobacter e Wolinella. Contestualmente alla nuova collocazione del 
genere Helicobacter tra i Proteobatteri, Vandamme et al. (1991) trasferirono in questo 
genere altre due specie, [Campylobacter fennelliae] e [Campylobacter cinaedi], isolate 
per la prima volta da Totten et al. nel 1985 da feci di pazienti umani immunodepressi.  
Da questo momento la classificazione del genere Helicobacter si è basata 
principalmente sulle relazioni filogenetiche determinate dall’analisi del 16S rRNA, 
portando alla descrizione di numerose nuove specie o nuovi taxa.  
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Questo criterio classificativo si è dimostrato in seguito non valido in quanto negli 
Helicobacter la filogenesi derivante dall’analisi delle sequenze del 16S rRNA risulta 
spesso in conflitto con altri dati molecolari quali l’ibridazione DNA-DNA o dati 
fenotipici, a seguito di un’elevata frequenza di ricombinazione interspecifica (Dewhirst 
et al., 2005).  
Modernamente, per una corretta classificazione di questi microrganismi si ricorre ad 
un approccio polifasico (Vandamme et al., 2000) che prevede l’integrazione di molte 
informazioni sia fenotipiche (dati biochimici, profilo proteico totale, acidi grassi totali, 
ecc.) che genotipiche (ibridizzazione DNA-DNA, filogenesi di diversi geni 
housekeeping, fingerprinting dell’intero genoma). Questo approccio è stato utilizzato 
per revisionare lo status tassonomico di molti isolati (On et al., 2005). 
Attualmente il Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology inserisce il genere 
Helicobacter, insieme ai generi Thiovulum e Wolinella, nella famiglia 
Helicobacteriacae, Ordine Campylobacterales, Classe Epsilonproteobacteria (On et al., 
2005). 
Il genere Helicobacter include attualmente 31 specie validamente descritte, due taxa 
candidati (“Candidatus”) alla descrizione di due nuove specie (vedi tabella 1) ed 
almeno dieci differenti taxa che potrebbero potenzialmente essere inseriti come nuove 
specie ma il cui status tassonomico non è ancora stato definito correttamente (On et al., 
2005).  
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Tabella 1. Elenco, in ordine cronologico di descrizione, delle 31 specie di Helicobacter e delle due specie 
“Candidatus”, aggiornato al 2008. Per ogni specie vengono indicati il sito primario d’isolamento, gli 
ospiti da cui è stata isolata e la referenza bibliografica relativa alla prima descrizione e ad eventuali 
successive riclassificazioni. 
 
Specie  Sito primario Ospiti Referenza 
H. pylori (specie 
tipo) 
Stomaco Uomo Marshall et al., 1985 
Goodwin et al., 1989 
H. cinaedi Intestino Uomo, criceto, cane, gatto Totten et al. 1985 
Vandamme et al. 1991 
H. fennelliae Intestino Uomo Totten et al. 1985 
Vandamme et al. 1991 
H. mustelae Stomaco Furetto, visone Fox et al. 1988  
Goodwin et al. 1989 
H. felis Stomaco Gatto, cane Paster et al. 1991 
H. nemestrinae Stomaco Macaco Bronsdon et al. 1991 
Suerbaum et al., 2002 
H. muridarum Intestino, stomaco Topo, ratto Lee et al. 1992 
H. acinonychis Stomaco Ghepardo Eaton et al. 1993 
H. canis Intestino Cane, gatto, uomo Stanley et al. 1993 
H. hepaticus Intestino, fegato, cistifellea Topo Fox et al. 1994 
H. pametensis Intestino Rondine di mare, oche 
selvatiche, suino, gatto 
Dewhirst et al. 1994 
H. pullorum Intestino, fegato, cistifellea  Pollo, tachino, pernice, 
struzzo, pappagallo, uomo 
Stanley et al. 1994 
H. bilis Intestino, fegato, cistifellea, 
stomaco 
Topo, ratto, cane, gatto, 
uomo 
Fox et al. 1995 
Hänninen et al. 2005 
H. bizzozeronii Stomaco Cane Hänninen et al. 1996 
H. trogontum Intestino Ratto, pecora, suino Mendes et al. 1996  
Hänninen et al. 2003 
H. cholecystus Intestino Criceto siriano Franklin et al. 1996 
H. rodentium Intestino Topo Shen et al. 1997 
H. salomonis Stomaco Cane Jalava et al. 1997 
H. mesocricetorum Intestino Criceto siriano Simmons et al. 2000 
H. canadensis Intestino Uomo, Oche, selvatiche, 
pernice 
Fox et al. 2000 
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Tabella 1 (continua) 
Specie  Sito primario Ospiti Referenza 
H. aurati Intestino, stomaco Criceto siriano Patterson et al. 2000 
H. ganmani Intestino Topo, uomo Robertson et al. 2001  
H. typhlonius Intestino Topo Franklin et al. 2001 
H. marmotae Intestino, fegato Marmotta, gatto Fox et al. 2002 
H. cetorum Stomaco Delfino, balena Harper et al. 2002 
H. brantae Intestino Oche selvatiche Fox et al. 2006 
H. anseris Intestino Oche selvatiche Fox et al. 2006 
H. cynogastricus Stomaco Cane Van den Buck et al. 2006a 
H. equorum Intestino Cavallo Moyaert et al. 2007 
H. callitrichis Intestino Uistitì Won et al. 2007 
H. baculiformis Stomaco  Gatto Baele et al. 2008 
Candidatus* “H. suis”  Stomaco Suino De Groote et al. 1999a 
Candidatus* “H. bovis” Stomaco Bovino De Groote et al. 1999b 
* Candidatus = specie ancora non validamente descritta in quanto la descrizione è basata solo su 
sequenze di DNA ottenute mediante amplificazione diretta dal campione. 
 
 
1.2 Caratteristiche del genere Helicobacter 
 
Vengono di seguito riportate in maniera sintetica le caratteristiche del genere 
Helicobacter descritte da On et al. (2005) nel Bergey’s Manual of Systematic 
Bacteriology. 
Gli Helicobacter sono bacilli Gram negativi, non sporigeni, di forma spiralata, 
curvata o fusata con estremità arrotondate od appuntite. Quando presenti, le spire 
possono apparire più o meno ravvicinate a seconda della specie, delle condizioni 
colturali e dell’età della coltura. Nelle colture vecchie o in seguito a prolungata 
 13
esposizione alla concentrazione atmosferica di ossigeno, i batteri possono assumere 
forma coccoide, così come osservato nei Campylobacter.  
La presenza di flagelli, singoli o multipli, polari o bipolari, conferiscono mobilità che 
si esprime o con rapidi movimenti a “cavatappi” o con lenti movimenti ondulatori.  
H. pullorum, H. canadensis, H. ganmani, H. rodentium e H. mesocricetorum sono le 
uniche specie che non presentano flagelli rivestiti da guanina.  
Studi ultrastrutturali hanno messo in evidenza come alcune specie (H. bilis, H. 
trogontum, H. aurati, H. felis, H. muridarum) presentino fibre periplasmiche o una 
struttura elettrondensa, esterna alla superficie della cellula, simile ad una capsula o ad 
un glicocalice (H. pylori, H. mustelae, H. felis). 
Tutte le specie sono microaerofile, non crescono in condizioni aerobie e solo alcune 
sono in grado di crescere in anaerobiosi.  
Diversamente da quanto osservato per alcune specie di Campylobacter, gli 
Helicobacter non risultato dipendenti dalla presenza di un’atmosfera arricchita di 
idrogeno (≈ 5%), sebbene il suo utilizzo ne favorisca la crescita facilitandone 
l’isolamento. 
Gli Helicobacter presentano un metabolismo respiratorio. Sebbene i metodi standard 
non rilevino nè ossidazione nè fermentazione dei carboidrati, lo studio dell’intero 
genoma di H. pylori ha dimostrato, contrariamente a quanto osservato per i 
Campylobacter, la presenza di vie metaboliche per il glucosio.  
L’analisi del genoma di H. pylori e di H. hepaticus ha inoltre permesso di 
evidenziare: vie metaboliche per il piruvato, per gli aminoacidi serina, alanina, arginina 
e glutamina; la presenza di enzimi coinvolti nella via dei pentosi fosfati (implicata nella 
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biosintesi) e nella via di Entner-Doudoroff (implicata nell’ossidazione del glucosio); la 
mancanza, a differenza di quanto osservato in Campylobacter, del ciclo completo degli 
acidi tricarbossilici (TCA). 
Molte specie, soprattutto quelle adattate alla nicchia gastrica, producono l’enzima 
ureasi che interviene sia come meccanismo di protezione verso l’acidità gastrica (la 
liberazione di ioni ammonio in seguito all’idrolisi dell’urea contribuisce a tamponare 
l’acidità dell’ambiente gastrico), sia come mezzo di approvvigionamento di azoto. 
Molte specie risultano positive al test della catalasi e tutte al test dell’ossidasi.  
 
1.3 Filogenesi del genere Helicobacter 
 
Il genere Helicobacter è comunemente suddiviso in 2 gruppi definiti sulla base della 
loro nicchia ecologica: Helicobacter gastrici, tutti ureasi positivi adattati all’ambiente 
gastrico nell’uomo e in altre specie di mammiferi; Helicobacter enterici o enteroepatici, 
isolati dall’intestino, fegato e cistifellea di uomo e di diverse specie animali sia 
mammiferi che uccelli. 
Gli Helicobacter enterici possono a loro volta essere grossolanamente suddivisi in 
ureasi positivi e negativi. Tra gli Helicobacter enterici ureasi positivi si distingue un 
sottogruppo di specie (H. bilis, H. trogontum, H. aurati e i taxa non ancora classificati 
riferibili a “H. rappini”) caratterizzato da elevata convergenza tassonomica e da una 
comune morfologia ultrastrutturale. 
Dal punto di vista strettamente filogenetico il genere Helicobacter può essere 
suddiviso in tre distinti gruppi parafiletici denominati: Helicobacter gastrici, 
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Helicobacter enteroepatici ed Helicobacter con flagelli non rivestiti (Dewhirst et al., 
2005). 
Questa divisione si basa sull’analisi delle sequenze delle due subunità ribosomiali 
23S rRNA (figura 1) (Dewhirst et al., 2005) e 16S rRNA (figura 2) (On et al., 2005) e 
di altri geni quali groEL (Mikkonen et al., 2004) e gyrB (figura 3) (Hannula e 
Hänninen, 2007). Gli studi filogenetici riflettono chiaramente le differenze ecologiche e 
fenotipiche delle diverse specie di Helicobacter.  
In modo particolare la distinzione tra il gruppo delle specie gastriche ed enteriche è 
un dato filogeneticamente costante. Anche sulla base delle sequenze dei geni ureA 
(Gueneau e Loiseaux-De Goër, 2002) o ureB (figura 4, Hänninen et al., 2005) gli 
Helicobacter gastrici si separano da quelli enteroepatici.  
Un altro dato filogeneticamente costante che trova riscontro dal punto di vista 
fenotipico riguarda la suddivisione degli Helicobacter a nicchia enterica ureasi negativi 
in due linee filogeneticamente separate: parte delle specie vanno a confluire nel cluster 
degli Helicobacter enteroepatici insieme agli altri Helicobacter enterici ureasi positivi; 
la restante parte va a costituire un cluster separato che raggruppa gli Helicobacter che 
presentano flagelli non rivestiti e che include le specie H. pullorum, H. canadensis, H. 
rodentium, H. mesocricetorum e H. ganmani. 
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Figura 1. Filogramma in cui si evidenziano, sulla base dell’analisi delle sequenze del 23S rRNA, le 
relazioni filogenetiche tra le diverse specie di Helicobacter e alcuni taxa non ancora validamente descritti 
(Dewhirst et al., 2005). Unsheathed = flagelli non rivestiti. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2. Filogramma in cui si evidenziano, sulla base dell’analisi delle sequenze del 16S rRNA, le 
relazioni filogenetiche tra diverse specie di Helicobacter ed i generi correlati (On et al., 2005).   
 
 
Helicobacter gastrici 
Helicobacter entero-epatici 
Helicobacter con flagelli non  rivestiti 
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Figura 3. Filogramma in cui si evidenziano, sulla base dell’analisi delle sequenze del gene gyrB, le 
relazioni filogenetiche tra diverse specie di Helicobacter (Hannula e Hänninen, 2007).  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4. Filogramma in cui si evidenziano, sulla base dell’analisi delle sequenze del gene ureB, le 
relazioni filogenetiche tra le diverse specie di Helicobacter ureasi positive (Hänninen et al., 2005). 
Helicobacter gastrici 
Helicobacter entero-epatici 
Helicobacter con flagelli non  rivestiti 
Helicobacter gastrici 
Helicobacter entero-epatici 
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1.4 Ruolo patogeno di Helicobacter 
 
Allo stato attuale delle conoscenze solo due specie di Helicobacter sono state 
riconosciute come agenti eziologici di patologia nell’uomo o negli animali. 
H. pylori colonizza lo stomaco di più della metà della popolazione umana ed è 
l’unico battere formalmente riconosciuto quale agente eziologico di carcinoma 
nell’uomo. Risulta responsabile di circa il 5,5% di tutti i tumori umani con una 
incidenza di circa 592.000 nuovi casi ogni anno (Suerbaum e Josenhans, 2007). 
H. hepaticus è stato riconosciuto come agente eziologico di numerose patologie nel 
topo: epatite cronica attiva, tiflocolite e carcinoma epatico in soggetti 
immunocompetenti (Solnick e Schauer, 2001; Ljungh e Wadstrom, 2002) e di malattie 
infiammatorie intestinali (Inflammatory Bowel Disease-IBD) in alcune linee di topo 
immunodeficienti (Ward et al., 1996; Cahill et al., 1997; Kullberg et al., 1998; Chin et 
al., 2000). Per quanto riguarda le altre specie di Helicobacter, si sta dibattendo se 
debbano essere considerate responsabili di patologie gastriche, intestinali o epatobiliari 
o normali componenti della flora gastroenterica dell’uomo o degli animali. 
Frequentemente l’isolamento di questi microrganismi è stato associato a diverse 
patologie sia nell’uomo che negli animali. Nell’uomo, H. hepaticus è stato associato a 
carcinoma epatico, ad IBD, ad Irritable Bowel Syndrome (IBS) ed a pancreatite cronica 
(Ge et al., 2001; Apostolov et al., 2005; Nilsson et al., 2006; Zhang et al., 2006). 
H. bilis è stato associato a colecistite cronica nonché a forme neoplastiche dei dotti 
biliari e della cistifellea (Fox et al., 1998; Solnick e Schauer, 2001; Matsukura et al., 
2002; Murata et al., 2004; Kobayashi et al., 2005), H. cinaedi a batteriemia, setticemia, 
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meningite, enterite, artrite ed a cellulite in neonati ed in adulti immunocompromessi 
(Orlicek et al., 1993; Burman et al., 1995; Sullivan et al., 1997; Uckay et al., 2006; 
Simons et al., 2004), H. pullorum a gastroenterite (Burnens et al., 1994; Steinbrueckner 
et al., 1997; Melito et al., 2000), epatite ed a carcinoma epatico (Fox et al., 1998; 
Ponzetto et al., 2000). 
H. canis è stato isolato per la prima volta in un bambino affetto da gastroenterite 
(Burnens et al., 1993) e più recentemente da pazienti umani immunocompetenti in corso 
di batteriemia o da soggetti affetti da cellulite multifocale (Solnick e Schauer, 2001; 
Leemann et al., 2006; Prag et al., 2007). 
Anche negli animali sono frequenti le segnalazioni che associano la presenza di 
alcuni Helicobacter a patologie di diversa natura. H. bilis è stato associato ad epatite 
multifocale nel topo, a tiflocolite e a diarrea in roditori immunocompromessi (Fox et al., 
1995; Franklin et al., 1998; Haines et al., 1998). H. cholecystus è stato considerato 
responsabile di colangiofibrosi e pancreatite centrolobulare in criceti (Franklin et al., 
1996) mentre H. hepaticus, H. bilis, H. rodentium e H. cinaedi sembrano giocare un 
importante ruolo nell’insorgenza di calcoli biliari nei roditori (Maurer et al. 2005).  
H. canis è stato isolato in un cucciolo di cane che presentava epatite multifocale 
necrotizzante (Fox et al., 1996) e in cani e gatti di diversa età con diarrea (Foley et al., 
1999; Rossi et al., 2007). H. pullorum è stato isolato dal fegato di galline ovaiole che 
presentavano lesioni riferibili ad epatite vibrionica (Burnens et al., 1996). 
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CAPITOLO 2 
 
Helicobacter pullorum 
 
2.1 Tassonomia  
 
La prima descrizione di H. pullorum risale al 1994, quando Stanley et al. 
riesaminarono 16 ceppi batterici isolati dall’intestino cieco di broiler, dal fegato e 
contenuto intestinale di ovaiole e da feci di uomo con gastroenterite, e che erano stati 
originariamente classificati come Campylobacter Like Organisms (CLO) in quanto non 
identificabili tra le specie già descritte. 
La caratterizzazione fenotipica, l’analisi del 16S rRNA e l’analisi del profilo proteico 
permisero di identificare tutti i 16 isolati come Helicobacter e di classificarli come una 
nuova specie: Helicobacter pullorum. 
H. pullorum risulta correlato filogeneticamente a H. canadensis, H. ganmani, H. 
mesocricetorum e H. rodentium, insieme ai quali costituisce il sottogruppo degli 
Helicobacter con flagelli non rivestiti (Dewhirst et al., 2005).  
Il corpo batterico risulta di 0,3-0,5 × 3-4 µm di dimensioni, di forma leggermente 
curvata e mobile grazie ad un singolo flagello polare (On et al., 2005; Stanley et al., 
1994).  
Su terreni di coltura agarizzati addizionati di sangue, le colonie assumono un aspetto 
puntiforme di circa 1 mm di diametro, non pigmentate, traslucide ed alfa emolitiche 
dopo tre giorni di incubazione a 37°C (On et al., 2005). 
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La maggior parte dei ceppi producono catalasi, riducono i nitrati e producono 
idrogeno solforato in Triple Sugar Iron Agar, crescono a 42°C ed in presenza dell’1% di 
bile. Sono ureasi negativi e non idrolizzano l’indoxyl acetato (On et al., 2005).  
H. pullorum è resistente alla cefalotina (32 mg L-1) ed al cefoperazone (64 mg L-1), 
mentre la maggior parte dei ceppi risulta sensibile all’acido nalidixico (30 mg L-1). La 
presenza di 2500 UI⋅L-1 di polimixina B nei terreni di primo isolamento non ne permette 
la crescita (Atabay et al., 1998; On et al., 2005). 
 
2.2 Fattori di virulenza e patogenesi delle infezioni nel pollo 
 
Nonostante l’associazione tra isolamento di H. pullorum e patologia gastroenterica o 
epatobiliare nell’uomo (Burnens et al., 1994; Steinbrueckner et al., 1997; Fox et al., 
1998; Melito et al., 2000; Pozzetto et al., 2000; Pellicano et al., 2004; Rocha et al., 
2005) ed epatite vibrionica nelle galline ovaiole (Burnens et al., 1996), pochi studi sono 
stati eseguiti sui fattori di virulenza di H. pullorum (Hynes et al., 2004; Young et al., 
2000; Ceelen et al., 2006a) e sulla patogenesi delle infezioni sostenute da questo 
microrganismo (Neubauer e Hess, 2006; Ceelen et al., 2007).  
Come possibili fattori di virulenza per H. pullorum, sono stati presi in considerazione 
i lipopolisaccaridi di membrana (LPS) (Hynes et al., 2004) e la Cytolethal Distending 
Toxin (CDT) (Young et al., 2000; Ceelen et al., 2006a). 
I LPS rappresentano importanti fattori di virulenza nei Gram negativi e nell’ambito 
del genere Helicobacter sono implicati nella colonizzazione e nella patogenesi delle 
infezioni sostenute da H. pylori (Hynes et al., 2004).  
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Hynes et al. (2004) dimostrarono, mediante metodi elettroforetici, sierologici e 
chimici, che i LPS di H. pullorum sono inoltre in grado di indurre l’attivazione del 
Nuclear Factor-Kappa B (NF-kappa B) e mostrano una maggiore attività nel lisare gli 
amebociti di Limulus rispetto a quelli di H. pylori e di altri Helicobacter. 
La CDT è stata descritta quale fattore di virulenza in Escherichia coli (Johnson e 
Lior, 1987) ed in altri batteri Gram negativi tra cui C. jejuni (Ceelen et al., 2006a) ed 
esplica la propria azione tossica inducendo l’arresto del ciclo cellulare prima della 
mitosi di numerosi tipi di cellule, provocando distensione cellulare ed infine morte 
(Whitehouse et al., 1998).  
Young et al. (2000) e Ceelen et al. (2006a) individuarono il gene cdtB codificante 
per la subunità biologicamente attiva della CDT in tutti gli isolati di H. pullorum testati. 
Solo in un ceppo di H. pullorum di origine umana (CCUG 33839) è stato possibile 
determinare in vitro, in cellule Hep-2, attività biolologica riferibile all’espressione della 
CDT (Ceelen et al., 2006a). 
Studi di patogenicità in vivo di H. pullorum sono stati eseguiti in broiler da Neubauer 
e Hess (2006) e da Ceelen et al. (2007), infettando con ceppi umani ed aviari gruppi di 
animali di circa una settimana di età.  
Sia Neubauer e Hess (2006) che Ceelen et al. (2007) dimostrarono che H. pullorum 
era in grado di colonizzare rapidamente l’intestino degli animali infettati e di essere 
eliminato con le feci anche fino ai 42 giorni di vita (età di macellazione). Gli Autori 
osservarono inoltre che H. pullorum esibiva uno spiccato tropismo per la superficie 
dell’epitelio del’intestino cieco. Nessun animale infettato sperimentalemente manifestò 
sintomi clinici di malattia o lesioni macroscopiche o microscopiche a livello epatico. 
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2.3 Helicobacter pullorum negli animali e nell’uomo 
 
Dalla disamina della letteratura scientifica, i dati relativi all’isolamento di H. 
pullorum risultano decisamente pochi. Solo recentemente sono state condotte indagini 
finalizzate a definire la prevalenza di questo microrganismo negli allevamenti avicoli. 
H. pullorum fu isolato per la prima volta in Svizzera nel 1993 dal contenuto ciecale 
di 6 broiler sani su 150 campionati in due allevamenti e dal contenuto ciecale e dal 
fegato di 9 su 18 galline ovaiole affette da epatite vibrionica (Stanley et al., 1994; 
Burnens et al., 1996).  
In seguito, Atabay e Corry nel 1997 isolarono batteri riferibili a Campylobacter Like 
Organisms, poi identificati come H. pullorum, dal contenuto ciecale congelato e da 
carcasse fresche di 9 su 15 broiler campionati da due differenti allevamenti e prelevati al 
macello (Atabay et al., 1998). 
Successivamente, mediante l’impiego di metodi biomolecolari, H. pullorum è stato 
rilevato nel contenuto ciecale di 8 galline ovaiole su 10 campionate da Tramuta et al. 
(2003) in Italia e nel contenuto ciecale di 10 polli esaminati da Pilon et al. (2005) in 
Francia. 
H. pullorum è stato segnalato da Ceelen et al. (2006b) nel pappagallo (Psephotus 
haematogaster) e da Van den Bulck et al. (2006b) nello stomaco di conigli da 
laboratorio. 
Indagini volte a definire la prevalenza di H. pullorum negli allevamenti avicoli sono 
state condotte da Ceelen et al. (2006c) in Belgio e da Nebbia et al. (2007) in Italia. 
Ceelen et al. (2006c), impiegando il protocollo di PCR proposto da Stanley et al. 
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(1994), analizzarono il contenuto ciecale di 110 broiler campionati presso 11 differenti 
allevamenti e trovarono positivi per H. pullorum 37 animali (33%) provenienti da 7 
differenti allevamenti. Gli autori isolarono dagli stessi campioni H. pullorum solo da 16 
animali (14%) provenienti da 2 diversi allevamenti. 
Nebbia et al. (2007), mediante l’analisi delle sequenze di amplificati del 16S rRNA 
ottenuti direttamente dalla matrice fecale, trovarono positivi per H. pullorum 66 polli su 
94 (70,2%) ed 11 pernici su 15 (73,3%).  
Le prime segnalazioni di H. pullorum nell’uomo risalgono al 1994, quando Burnens 
et al., studiando 387 ceppi batterici originariamente descritti come “CLO”, 
identificarono tra questi 6 ceppi di H. pullorum. Tutti i 387 ceppi erano stati isolati da 
feci di pazienti affetti da patologia enterica e di età compresa fra i 6 e i 60 anni. 
L’isolamento di H. pullorum da feci di pazienti umani con gastroenterite è stato 
segnalato successivamente in Germania (Steinbrueckner et al. 1997), in Canada (Melito 
et al., 2000), in Olanda (Kuijper et al., 2003) ed in Belgio (Ceelen et al., 2005a).  
L’applicazione di metodi biomolecolari ha permesso inoltre di rilevale la presenza 
del DNA di H. pullorum anche nel fegato e nella cistifellea di soggetti umani affetti da 
colangite sclerosante primaria, colecistite cronica, cirrosi o carcinoma epatocellulare 
(Fox et al., 1998; Pozzetto et al., 2000; Pellicano et al., 2004; Rocha et al., 2005).  
In Francia, i dati di sorveglianza rilevati nel periodo 2004-2005 dall’Institut de Veille 
Sanitarie (InVS) per le infezioni umane sostenute da Campylobacter e microrganismi 
correlati, hanno evidenziato una bassa prevalenza di H. pullorum: su 4176 CLO isolati 
da soggetti con patologia gastroenterica, solo 2 furono identificati come H. pullorum 
(InVS, 2005: http://www.invs.sante.fr/surveillance/index.htm).  
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Secondo diversi autori la prevalenza di H. pullorum nell’uomo è probabilmente 
sottostimata a causa delle difficoltà legate all’isolamento ed alla corretta identificazione 
di questo microrganismo (Steinbrueckner et al., 1997; Gibson et al., 1999; Melito et al., 
2000). H. pullorum presenta, infatti, analogie biochimiche con altre specie del genere 
Helicobacter e con alcuni Campylobacter termofili (C. coli e C. lari) (On et al., 2005). 
In particolare, H. pullorum risulta difficilmente differenziabile feno-genotipicamente da 
H. canadensis. All’analisi delle sequenze del 16S rRNA le due specie mostrano una 
differenza di basi pari al 2% ed entrambe le specie sono positive alla PCR decritta da 
Stanley et al. (1994), mentre dal punto di vista fenotipico si distinguono solo per la 
capacità di H. canadensis di idrolizzare l’indoxyl acetato (Fox et al., 2000). Inoltre, H. 
canadensis può condividere con H. pullorum gli stessi ospiti (Fox et al., 2000).  
Un’indagine mirata a rilevare la prevalenza di H. pullorum in feci di pazienti umani 
sani o clinicamente affetti da problemi gastroenterici è stata condotta da Ceelen et al. 
nel 2005 (Ceelen et al., 2005a) su un numero significativo di pazienti. In questo studio 
gli autori verificarono, mediante PCR, una positività per H. pullorum pari a circa il 4% 
sia nei soggetti sani sia in quelli affetti da gastroenterite. Diversamente, riuscirono ad 
isolare H. pullorum da un solo paziente affetto da forma gastroenterica.  
Nel 2006 Vorobjova et al. hanno condotto uno studio sierologico mediante 
immunoblot su pazienti affetti da patologia epatica di tipo cronico e su individui sani 
con o senza alti livelli di infezione da H. pylori. Gli autori evidenziarono anticorpi anti-
H. pullorum nel 3,7% dei pazienti affetti da patologia epatica ed in 15 su 106 (14%) 
individui sani. 
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Allo stato attuale non esistono ancora chiare evidenze sul potenziale ruolo eziologico 
di questo microrganismo.  
 
2.4 Tipizzazione e ruolo zoonosico di Helicobacter pullorum 
 
Gli unici studi di tipizzazione molecolare di H. pullorum sono stati condotti da 
Gibson et al. (1999) e da Ceelen et al. (2006c).  
Gibson et al. (1999) analizzarono 18 ceppi di H. pullorum (7 da pollo e 11 da uomo) 
isolati in differenti aree geografiche mediante due differenti metodi di tipizzazione 
genotipica: Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP) e Pulsed-field Gel 
Electrophoresis (PFGE). Gli isolati provenienti da animali dello stesso allevamento 
presentarono un elevato livello di similarità sia in AFLP che in PFGE, indicando la 
diffusione di un singolo clone tra gli animali dello stesso allevamento, mentre i ceppi 
non correlati epidemiologicamente mostrarono un elevato grado di diversità genomica 
tra i diversi ceppi.  
Ceelen et al. (2006c) analizzarono mediante AFLP 16 ceppi di H. pullorum isolati da 
due differenti gruppi di broiler allevati in Belgio, un ceppo umano isolato sempre in 
Belgio (Ceelen et al., 2005a) e ceppi ottenuti da collezioni internazionali.  
Essi ottennero risultati simili a quelli descritti da Gibson et al. (1999): isolati 
provenienti da animali dello stesso allevamento mostravano profili simili o 
indistinguibili, mentre isolati provenienti da fonti diverse e di origine geografica 
differente presentavano profili univoci.  
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Il grado di diversità genomica intraspecifica osservata in H. pullorum è comparabile 
con quella osservata in altri Helicobacter quali H. pylori e H. hepaticus (Gibson et al., 
1999).  
H. pylori è uno dei batteri che mostra la maggior diversità genomica intraspecifica. 
Quando vengono applicati metodi genotipici per analizzare ceppi di H. pylori isolati da 
individui non correlati, i dati indicano che ciascun individuo veicola tendenzialmente il 
“proprio” ceppo (o addirittura differenti ceppi) ed individui appartenenti alla stessa 
famiglia possono veicolare differenti ceppi. La struttura di popolazione di H. pylori 
viene per questo definita “quasi-panmictica”, in quanto manca quasi totalmente una 
struttura clonale in seguito ad un elevatissimo tasso di ricombinazione intraspecifica 
(Suerbaum e Josenhans, 2007). 
Per quanto riguarda H. hepaticus, Saunders et al. (1997) studiando i profili di PFGE 
di isolati non correlati epidemiologicamente associati ad epatite in topi da laboratorio 
provenienti da USA e da Europa, individuarono polimorfismi tra isolati di origine 
geografica differente ed omogeneità tra isolati provenienti da gruppi di animali della 
stessa area geografica. Questi dati indicarono una certa struttura clonale della 
popolazione di H. hepaticus, se comparata a quella di H. pylori. 
Secondo i dati presentati da Gibson et al. (1999), la divergenza genomica 
intraspecifica osservata in H. pullorum si pone a cavallo tra quella di H. pylori ed H. 
hepaticus, in quanto la clonalità è stata osservata solo per quegli isolati strettamente 
correlati epidemiologicamente (isolati da animali appartenenti allo stesso allevamento). 
La tipizzazione molecolare di H. pullorum mediante PFGE e AFLP non ha permesso 
però di evidenziare correlazioni genotipiche tra gli isolati umani ed animali. Non esiste 
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ad oggi, quindi, un dato sperimentale che dimostri il passaggio di H. pullorum da 
animale a uomo e viceversa.  
Rimane quindi aperta la questione della possibile natura zoonisica delle infezioni 
umane sostenute da H. pullorum e del ruolo del pollo quale sorgente d’infezione. A 
questo proposito, data l’elevata variabilità intraspecifica di questo microrganismo, al 
fine di valutare l’eventuale passaggio tra animale e uomo, sarebbe necessario 
confrontare ceppi isolati da animali e da individui strettamente correlati 
epidemiologicamente.  
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PRESENTAZIONE 
 
Sebbene negli ultimi anni siano state numerose le segnalazioni di H. pullorum quale 
possibile agente d’infezione nell’uomo, il ruolo zoonosico di questo microrganismo non 
è ancora stato chiarito ed i dati riguradanti la diffusione di H. pullorum in popolazioni 
animali e nell’uomo risultano ancora carenti. Al fine di apportare un contributo 
scientifico a questa tematica, nell’ambito del Dottorato di Ricerca in “Epidemiologia e 
Controllo delle Zoonosi” ho condotto un’attività di ricerca su H. pullorum volta a 
raggiungere i seguenti: 
1. ottimizzare il metodo di isolamento di H. pullorum da matrice fecale; 
2. determinare la prevalenza di H. pullorum in allevamenti di diversa tipologia di pollo 
e di tacchino; 
3. isolare H. pullorum da pazienti umani affetti da quadri di gastroenterite al fine di 
valutare le eventuali relazioni genetiche tra ceppi umani ed animali; 
4. caratterizzare gli isolati al fine di aumentare i dati fenotipici relativi alla specie; 
5. tipizzare genotipicamente gli isolati di H. pullorum al fine di determinare eventuali 
correlazioni genetiche; 
6. valutare la sensibilità e la resistenza degli isolati di H. pullorum a diversi antibiotici 
mediante la determinazione della Concentrazione Minima Inibente (CMI); 
7. definire i meccanismi molecolare alla base della resistenza dei fluorochinoloni. 
 
Tale argomento di ricerca è stato scelto, oltre che per i suoi risvolti in ambito 
veterinario e di sanità pubblica, anche alla luce dell’esperienza maturata in quasi 
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trent’anni nel Laboratorio di Batteriologia del Dipartimento Sanità Publica Veterinaria e 
Patologia Animale dell’Università di Bologna dove sono stato inserito, nonché in 
seguito alla richiesta avanzata dal Dipartimento di Scienze degli Alimenti 
dell’Università di Bologna, nelle persone del Prof. Franchini e del Dr. Manfreda, per 
collaborare su questo specifico argomento nell’ambito del progetto europeo: STRP - 
Food Quality and Safety – Priority 5 “Control of the intestinal flora ecology in poultry 
for ensuring the products safety for human consumers”, denominato 
POULTRYFLUORGUT. 
Data la molteplicità delle attività di ricerca svolte ho ritenuto opportuno suddividere 
la presente tesi in diversi capitoli dedicati alle singole linee di ricerca affrontate, in 
modo da facilitarne l’esposizione e la lettura.  
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CAPITOLO 1 
 
Ottimizzazione dei metodi di isolamento di Helicobacter pullorum da matrice 
policontaminata
 
      1.1  Introduzione  
 
1.2 Valutazione della produttività di diversi terreni di coltura 
agarizzati impiegati nell’isolamento di H. pullorum 
 
1.3 Definizione di un protocollo d’isolamento di H. 
pullorum mediante l’impiego di terreni selettivi agarizzati 
 
1.4 Definizione di un protocollo d’isolamento di H. 
pullorum mediante l’impiego del metodo della membrana filtrante 
 
1.5 Validazione e confronto dei due diversi metodi 
d’isolamento di H. pullorum da matrici policontaminati mediante 
l’impiego di campioni di contenuto ciecale di broiler e galline 
ovaiole 
 
1.6 Discussione  
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1.1 Introduzione 
 
Dal punto di vista colturale gli Helicobacter sono batteri esigenti in quanto 
richiedono particolari terreni di coltura e lunghi periodi d’incubazione in particolari 
condizioni di microaerofilia; secondo diversi autori (Taneera et al., 2002; On et al., 
2005) sarebbero queste le cause che portano a sottostimare le infezioni sostenute da 
questi microrganismi. 
Le informazioni sulle modalità d’isolamento di Helicobacter pullorum da matrici 
policontaminate sono limitate e non sempre concordanti (Atabay e Corry, 1997; Atabay 
et al., 1998; On et al., 2005; Ceelen et al., 2006c).  
È stato quindi ritenuto opportuno, prima di iniziare un’indagine sulla prevalenza di 
H. pullorum negli allevamenti avicoli italiani, eseguire una serie di prove finalizzate a 
definire quale fosse il metodo d’isolamento più sensibile da impiegare. 
Le diverse attività sono state cronologicamente condotte come di seguito riportato: 
⋅ valutazione della produttività di diversi terreni di coltura agarizzati; 
⋅ valutazione della produttività di un terreno colturale agarizzato addizionato con 
diverse concentrazioni di antibiotico; 
⋅ definizione di un protocollo di isolamento di H. pullorum da matrice 
policontaminata mediante l’impiego di terreni selettivi agarizzati; 
⋅ definizione di un protocollo di isolamento di H. pullorum da matrice 
policontaminata mediante l’impiego del metodo della membrana filtrante; 
⋅ validazione e confronto dei due diversi protocolli. 
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Riguardo le condizioni di atmosfera impiegabili per l’isolamento degli Helicobacter, 
per tutti i test da noi eseguiti si è deciso di utilizzare la microaerofilia arricchita di 
idrogeno. Le condizioni microaerofile che permettono la crescita della maggior parte 
delle specie, prevedono tipicamente CO2/N2/O2/H2 in proporzione 5:88:5:2-7 (On et al., 
2005). Per ottenere questo tipo di atmosfera è stato utilizzato il metodo descritto da 
Bolton et al (1992). In breve, utilizzando una giara per atmosfera modificata di 3,5 L, si 
crea un vuoto pari a -0,6 bar che viene successivamente sostituito da una miscela di gas 
per anaerobiosi (CO2/H2/N2 in proporzione 10:10:80).  
Diversi sono i metodi utilizzabili per l’isolamento di Helicobacter, ma nessuno 
risulta migliore degli altri. Indipendentemente dal tipo di campione considerato, 
l’isolamento può essere ottimizzato mediante l’uso contemporaneo di metodi selettivi e 
non selettivi associati a lunghi periodi d’incubazione (3-10 giorni) in atmosfera ricca di 
idrogeno (On et al., 2005). In ogni caso il successo dell’isolamento di Helicobacter è 
strettamente legato alla processazione di campioni molto freschi (On et al., 2005). I 
terreni di arricchimento normalmente impiegati per l’isolamento di Campylobacter 
termofili da campioni non freschi hanno raramente lo stesso effetto sugli Helicobacter 
enteroepatici e non sono quindi utilizzabili per l’isolamento di quest’ultimi 
specialmente se applicati a materiale fecale, spesso contaminato da Campylobacter (On 
et al., 2005). 
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1.2 Valutazione della produttività di diversi terreni di coltura agarizzati impiegati 
nell’isolamento di H. pullorum 
 
Per l’isolamento e la coltura di H. pullorum sono stati impiegati in passato diversi 
terreni di coltura. On e Holmes (1991a) raccomandano il Nutrient agar N°2 addizionato 
del 5% di sangue quale terreno da impiegarsi per le prove di crescita di tutti i 
Campylobacter e gli Helicobacter, in quanto dimostratosi sperimentalmente più 
produttivo rispetto ai terreni Sheep Blood agar e Brucella agar.  
Atabay et al. (1998) hanno utilizzato, per l’isolamento di H. pullorum, il terreno 
Sheep Blood agar sia impiegandolo nella tecnica della membrana filtrante, sia come 
base nei terreni selettivi. 
Ceelen et al. (2006c), in un’indagine finalizzata a definire la prevalenza di H. 
pullorum negli allevamenti di pollo, impiegarono la tecnica di Steele e McDermott 
(1984) utilizzando il terreno Brain Heart Infusion agar addizionato del 10% di sangue 
equino. 
Il Brucella agar (BD) addizionato del 5% di sangue ovino è il terreno 
routinariamente utilizzato presso il nostro laboratorio per l’isolamento e la coltura di 
Helicobacter e Campylobacter (Rossi et al., 2007). Jalava et al. (1998) segnalarono che 
questo terreno non era adatto per la coltivazione di alcune specie di Helicobacter e On 
et al. (2005) imputarono questo fenomeno alla presenza di bisolfito di sodio nella 
composizione.  
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Sulla base di quanto riportato in letteratura è stata confrontata la produttività, per H. 
pullorum, dei seguenti quattro terreni di coltura: 
1. BBL-Brucella Broth (BD) + 1,5% Bacto-Agar (BD) + 5% di sangue ovino (BR); 
2. Difco-Brain Heart Infusion (BD) + 1,5% Bacto-Agar (BD) + 5% di sangue 
ovino (BHI); 
3. Nutrient Broth N°2 (Oxoid) + 1,5% Bacto-Agar (BD) + 5% sangue ovino (NA);  
4. Sheep Blood Agar (Oxoid) + 5% sangue ovino (SBA). 
 
La produttività dei diversi terreni è stata valutata utilizzando il ceppo tipo di H. 
pullorum (CIP104787T). 
Il ceppo tipo è stato acquistato liofilizzato dall’Institut Pasteur (CIP). Seguendo le 
indicazioni del fornitore, il ceppo è stato reidratato con distillata sterile, seminato su 
Columbia Agar (BD) + 5% di sangue ovino, quindi incubato in microaerofilia arricchita 
d’idrogeno a 37±1°C per 4 giorni.  
Una volta vivificato, il ceppo è stato sospeso in Trypticase Soy Broth (BD) + 10% 
glicerolo (Sigma) (Taneera et al., 2002) e congelato in azoto liquido. 
Le prove di produttività dei diversi terreni sono state eseguite applicando il seguente 
protocollo operativo: 
· preparare 48 ore prima della prova i diversi terreni di coltura seguendo le 
indicazioni delle ditte produttrici utilizzando lo stesso lotto di sangue ovino;  
· allestire una sospensione di H. pullorum CIP104787T in soluzione fisiologica 
sterile con una torbidità pari al valore 0,5 della scala di McFarland (≈ 1,5×108 
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UFC mL-1) partendo da una coltura di 48 ore su Columbia Agar (BD) + 5% di 
sangue ovino; 
· diluire serialmente in base 10 la sospensione batterica fino alla diluizione 10-6;  
· seminare per spatolamento 0,1 mL delle diluizioni 10-4, 10-5 e 10-6 sulla 
superficie delle piastre dei diversi terreni di coltura (BR, BHI, NA, SBA); 
· eseguire, per ciascun terreno, la semina in triplo; 
· incubare le piastre a 37±1°C in microaerofilia;  
· eseguire le operazioni che vanno dall’allestimento della sospensione batterica 
all’incubazione in microaerofilia in un intervallo di tempo non superiore a 20 
minuti; 
· eseguire la conta e valutare la morfologia delle colonie di H. pullorum 
CIP104787T dopo le prime 48 ore di incubazione, quindi nei tre giorni 
successivi. 
 
I risultati delle conte eseguite sui quattro diversi terreni di coltura sono riportati nella 
tabella 1.  I valori riportati in tabella rappresentano la media aritmetica del numero di 
colonie ottenute per ogni diluizione, per uno stesso terreno, nelle tre repliche eseguite e 
la relativa deviazione standard; i valori sono stati approssimati all’unità.  
SBA è risultato meno produttivo rispetto agli altri terreni saggiati. Gli altri terreni di 
coltura hanno mostrato uno stesso livello di produttività, con valori di UFC mL-1 
comparabili a quelli attesi (≈ 1,5 ×⋅108 UFC mL-1).  
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Tabella 1. Conte batteriche eseguite su quattro diversi terreni di coltura. I valori riportati rappresentano la 
media aritmetica del numero di colonie ottenute per ogni diluizione, per uno stesso terreno, nelle tre 
repliche eseguite e la relativa deviazione standard; i valori sono stati approssimati all’unità. Per ottenere il 
numero di UFC mL-1, moltiplicare il valore indicato per dieci volte il valore della diluizione di 
riferimento.  
 
Giorno di 
lettura Diluizione Terreni di coltura 
 BR BHI NA SBA 
2° 
10-4 - - - - 
10-5 - - - - 
10-6 - - - - 
 
3° 
10-4 > 200 > 200 > 200 - 
10-5 140 ± 20 122 ± 5 135 ± 10 - 
10-6 < 20 < 20 < 20 - 
 
4° 
10-4 > 200 > 200 > 200 - 
10-5 145 ± 8 125 ± 5 147 ± 2 - 
10-6 < 20 < 20 < 20 - 
 
5° 
10-4 > 200 > 200 > 200 142 ± 8 
10-5 145 ± 8 125 ± 5 147 ± 2 27 ± 7 
10-6 < 20 < 20 < 20 - 
- = nessuna crescita  
 
Le variazioni del numero delle colonie osservate nei terreni BR, BHI e NA non sono 
state considerate significative.  
La crescita di H. pullorum era osservabile su BR, BHI e NA già in terza giornata, 
sebbene le dimensioni delle colonie fossero al limite della visibilità; tra la quarta e la 
quinta giornata, per tutti i diversi terreni, non è stata evidenziata una variazione 
numerica delle colonie.  
Dopo cinque giorni d’incubazione non sono state registrate differenze morfologiche 
e dimensionali delle colonie di H. pullorum cresciute sui tre terreni di coltura BR, NA e 
BHI.  
 42
Sebbene la produttività dei terreni BR, NA e BHI sia risultata identica, è stato deciso 
di utilizzare in tutte le prove successive il Brucella agar, essendo questo terreno già in 
uso da lungo tempo presso il nostro laboratorio per l’isolamento e la coltura di 
Helicobacter e Campylobacter.  
Come sottolineano Corry et al. (1995) l’esperienza dell’operatore, intesa come 
capacità di discriminare le diverse tipologie delle colonie batteriche nelle piastre di 
primo isolamento, incide significativamente sulla capacità di fornire dati corretti sulla 
prevalenza di Campylobacter ed Helicobacter. 
 
1.3 Definizione di un protocollo d’isolamento di H. pullorum mediante l’impiego di 
terreni selettivi agarizzati 
 
I terreni selettivi impiegati per l’isolamento di Campylobacter da matrici 
policontaminate sono ottenuti mediante l’aggiunta, ad un terreno base, di supplementi 
costituiti da uno o più antibiotici. Il primo supplemento selettivo, formulato da Skirrow 
(1977), conteneva vancomicina, trimethoprim, polimixina B ed anfotericina B. In 
seguito sono stati introdotti altri supplementi diversamente formulati, quali: il 
supplemento di Blaser costituito da vancomicina, trimethoprim, polimixina B, 
cefalotina ed anfotericina B (Blaser et al., 1979); il supplemento CVA costituito da 
cefoperazone, vancomicina ed anfotericina B (Reller et al., 1983); cefoperazone in 
Charcoal Cefoperazone Deoxycholate Agar (CCDA) (Bolton et al., 1984); il 
supplemento CAT costituito da cefoperazone, teicoplanina ed anfotericina B (Aspinall 
et al., 1993).  
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Per l’isolamento degli Helicobacter vengono più frequentemente impiegati i 
supplementi di Skirrow (1977) e di Blaser et al. (1979) (On et al., 2005) ma sono 
sconsigliati per l’isolamento di H. pullorum, in quanto Atabay et al. (1998) hanno 
dimostrato che la presenza di 2500 UI⋅mL-1 di polimixina B nel terreno di coltura 
impedisce la crescita di questo microrganismo. 
Dalla disamina della letteratura risulta che gli isolamenti di H. pullorum su terreni 
selettivi agarizzati sono stati ottenuti utilizzando i supplementi CVA (cefoperazone 32 
mg mL-1; vancomicina 10 mg mL-1; anfotericina B)(Stanley et al., 1994; Burnens et al., 
1996) e CAT (cefoperazone 8 mg mL-1; teicoplanina 4 mg mL-1; anfotericina B) (Corry 
e Atabay, 1997). Sull’efficacia di questi supplementi sussistono però pareri discordanti 
(Atabay et al., 1998). 
La prima fase, necessaria per definire un protocollo d’isolamento di H. pullorum da 
una matrice policontaminata mediante l’impiego di terreni selettivi, è stata quella di 
valutare la produttività per H. pullorum in due diversi terreni di coltura (BR e BHI) 
addizionati con il supplemento antibiotico CAT a due diverse concentrazioni di 
cefoperazone: una a 8 mg mL-1 (CAT8) l’altra a 32 mg mL-1 (CAT32). 
Le prove di produttività dei diversi terreni selettivi sono state eseguite applicando il 
seguente protocollo operativo: 
· preparare, 48 ore prima della prova, i diversi terreni di coltura seguendo le 
indicazioni delle ditte produttrici ed utilizzando lo stesso lotto di sangue ovino;  
· allestire una sospensione di H. pullorum CIP104787T in soluzione fisiologica 
sterile con una torbidità pari al valore 0,5 della scala di McFarland (≈ 1,5×108 
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UFC mL-1) partendo da una coltura di 48 ore su Columbia Agar (BD) + 5% di 
sangue ovino; 
· diluire serialmente in base 10 la sospensione batterica fino alla diluizione 10-6;  
· seminare per spatolamento 0,1 mL delle diluizioni 10-4, 10-5 e 10-6 sulla 
superficie delle piastre dei diversi terreni di coltura selettivi (BR+CAT8, 
BR+CAT32 , BHI  +CAT8,  BHI +CAT32); 
·  eseguire, per ciascun terreno, la semina (conta) in triplo; 
· incubare le piastre a 37±1°C in microaerofilia;  
· eseguire le operazioni che vanno dall’allestimento della sospensione batterica 
all’incubazione in microaerofilia in un intervallo di tempo non superiore a 20 
minuti; 
· eseguire la conta e valutare la morfologia delle colonie di H. pullorum 
CIP104787T dopo cinque giorni di incubazione. 
 
Contestualmente ai terreni selettivi, sono stati seminati anche i terreni BR e BHI non 
supplementati con miscela antibiotica.  
I risultati delle conte eseguite sui diversi terreni selettivi sono riportati nella tabella 
2. I valori riportati rappresentano la media aritmetica del numero di colonie di H. 
pullorum rilevate nelle tre repliche, approssimati all’unità. La conta è stata eseguita 
dopo 5 giorni di incubazione sulle piastre seminate con la diluizione 10-5. 
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Tabella 2. Conte batteriche eseguite sui diversi terreni selettivi e sugli stessi terreni non supplementati 
con miscela antibiotica. I valori riportati rappresentano la media aritmetica del numero di colonie di H. 
pullorum rilevate nelle tre repliche, approssimati all’unità. La conta è stata effettuata dopo 5 giorni di 
incubazione sulle piastre seminate con la diluizione 10-5. 
 
 
Tipologia terreno BR BR +CAT8 BR + CAT32 
Media n° colonie 160 172 165 
 
 
 
Dopo cinque giorni d’incubazione non sono state registrate differenze morfologiche 
e dimensionali delle colonie di H. pullorum cresciute sui terreni selettivi e sugli stessi 
terreni di coltura non supplementati con miscela antibiotica.  
I risultati ottenuti hanno permesso di stabilire che le due diverse miscele antibiotiche 
saggiate (CAT8 e CAT32) non interferivano sulla crescita del battere e che la 
produttività dei due diversi terreni (BR e BHI) era similare. 
Sulla base di questi risultati è stato definito un protocollo, che viene di seguito 
riportato, per l’isolamento di H. pullorum da una matrice policontaminata mediante 
terreno selettivo solido BR+CAT32.  
 
Protocollo per l’isolamento di H. pullorum da contenuto ciecale mediante terreno 
selettivo solido BR+CAT32: 
 
· prelevare, evitando cross-contaminazioni, circa 5g del contenuto ciecale di un 
animale e diluirlo in un ugual volume di soluzione fisiologica; 
· omogeneizzare il campione  agitandolo su vortex per 2 minuti;  
Tipologia terreno BHI BHI +CAT8 BHI+CAT32 
Media n° colonie 130 142 134 
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· seminare mediante ansa calibrata 10 µl del campione su una o più piastre del 
terreno selettivo BR-CAT32; 
· incubare le piastre in microaerofilia a 37 ±1°C per sette giorni; 
· leggere le piastre giornalmente dopo le prime 72 ore di incubazione;  
· clonare su BR eventuali colonie riconducibili ad H. pullorum; 
· provvedere all’identificazione delle colonie selezionate. 
 
1.4 Definizione di un protocollo d’isolamento di H. pullorum mediante l’impiego del 
metodo della membrana filtrante 
 
I metodi non selettivi impiegati per l’isolamento di Campylobacter e Helicobacter, si 
basano sulla capacità di questi batteri di attraversare membrane filtranti grazie alle loro 
dimensioni ed alla loro spiccata mobilità.  
Il metodo della membrana filtrante è stato impiegato per la prima volta da Steele e 
McDermott nel 1984 per l’isolamento di C. jejuni da campioni di feci umani. 
L’impiego di questa tecnica finalizzata all’isolamento di H. pullorum da matrici 
policontaminate è stato utilizzato da Atabay et al. (1998) in Inghilterra e da Ceelen at 
al. (2006c) in Belgio.  
Atabay et al. (1998) hanno operato inoculando 6 o 4 gocce (≈ 120 o 80 µl) di una 
sospensione di un campione policontaminato su una membrana filtrante di cellulosa di 
diametro 47 mm e 0,65 µm di porosità depositata su una piastra di Sheep Blood Agar. 
La piastra era quindi mantenuta a temperatura ambiente in condizioni di aerobiosi per 
un’ora prima di rimuovere il filtro e seminare con un’ansa il liquido filtrato su tutta la 
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superficie della piastra. Il terreno di coltura era quindi incubato in microaerofilia 
arricchita con idrogeno a 37±1°C per diversi giorni. 
Ceelen et al. (2006c), diversamente, diluivano 200 mg di contenuto ciecale di pollo 
in 400 µl di un diluente così formulato: 100 µl di Brain Heart Infusion, 300 µl di siero di 
cavallo sterile inattivato e 0,03 g di glucosio. Circa 300 µl del campione diluito erano 
poi inoculati su una membrana filtrante di cellulosa di 47 mm di diametro e 0,45 µm di 
porosità, depositata sulla superficie di una piastra di Brain Heart Infusion Agar + 10% 
sangue equino. Le piastre erano mantenute in un’atmosfera al 5% CO2 a 37°C per 
un’ora prima di rimuovere il filtro e seminare con un’ansa il liquido filtrato su tutta la 
superficie della piastra. Il terreno di coltura era quindi incubato in microaerofilia 
arricchita con idrogeno a 37±1°C. 
I due protocolli d’isolamento differivano per i seguenti punti: 
(i) il tipo ed il volume del diluente utilizzato per allestire l’inoculo; 
(ii) l’atmosfera in cui venivano mantenuti i terreni nell’intervallo di tempo tra il 
deposito del campione sulla membrana filtrante e la successiva rimozione di 
quest’ultima; 
(iii) la porosità delle membrane filtranti utilizzate. 
 
Al fine di mettere a punto un protocollo volto all’isolamento di H. pullorum da 
matrice policontaminata mediante l’impiego di membrane filtranti, è stato deciso di 
eseguire diverse prove al fine di valutare quanto le differenze tra i due protocolli sopra 
descritti potessero interferire sulla sensibilità del metodo. Vengono di seguito 
sinteticamente riportate le attività svolte. 
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(i) L’esecuzione di una serie di prove ha permesso di evidenziare come il diluente 
indicato da Ceelen et al (2006c) apportasse i seguenti vantaggi: 
a) la possibilità, da ricondurre alla maggior viscosità del diluente, di 
depositare sulla membrana filtrante un volume di inoculo quattro volte 
superiore a quello utilizzato da Atabay;  
b) una maggiore efficienza di filtrazione; 
c) una riduzione della mobilità di Campylobacter imputabile ad una minor 
disponibilità di acqua libera sulla superficie dell’agar. 
 
(ii) Sebbene non sia stata ancora definita la resistenza di H. pullorum all’ossigeno 
atmosferico, è noto che l’esposizione dei batteri microaerofili ad alte concentrazioni di 
ossigeno per intervalli di tempo superiori ai 20-30 minuti ne riduce la vitalità e la 
mobilità. Le prove da noi condotte in laboratorio hanno dimostrato come il 
mantenimento delle piastre, nell’intervallo di tempo tra il deposito del campione sulla 
membrana filtrante e la sua successiva rimozione, in condizioni di microaerofilia 
piuttosto che in aerobiosi od in atmosfera arricchita al 5% di CO2, aumentasse la 
possibilità di isolare H. pullorum. 
 
(iii) Per determinare la percentuale di recupero di H. pullorum impiegando 
membrane filtranti a diversa porosità (0,45 µm e 0,65 µm) sono state effettuate delle 
prove impiegando sospensioni di H. pullorum CIP104787T a diversa concentrazione.  
La percentuale di recupero è stata determinata applicando il protocollo di seguito 
riportato: 
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· partendo da una coltura di 48 ore su BR di H. pullorum CIP104787T, allestire 
una sospensione batterica con una torbidità pari al valore 0,5 della scala di 
McFarland (≈ 1,5 × 108 UFC mL-1) in un diluente sterile così formulato: 2,5 ml 
di Brain Heart Infusion, 7,5 ml di siero di cavallo sterile inattivato e 0,75g di 
glucosio; 
· utilizzando lo stesso diluente impiegato al punto 1, diluire serialmente in base 10 
la sospensione batterica fino ad ottenere la diluizione 10-6; 
· depositare sulla superficie di un numero sufficiente di piastre di BR una  
membrana filtrante sterile di acetato di cellulosa diametro di 47 mm (Millipore), 
porosità 0,45 µm ed in altrettante piastre una membrana filtrante con porosità 
0,65 µm, evitando la formazione di bolle d’aria sotto i filtri; 
· depositare sulla membrana filtrante 300 µl delle diluizioni 10-4, 10-5 e 10-6 della 
sospensione batterica; 
· eseguire per ogni tipo di filtro e per tutte le diluizioni la semina in triplo; 
· distribuire l’inoculo su tutta la superficie della membrana, facendo attenzione a 
non superare i bordi della membrana stessa;  
· incubare le piastre (senza girarle) a 37 ±1°C in microaerofilia per 1 ora;  
· rimuovere il filtro con una pinza sterile e seminare con un’ansa il liquido filtrato 
su tutta la superficie della piastra;  
· incubare le piastre a 37±1°C in microaerofilia; 
· eseguire una conta batterica su terreno BR della sospensione iniziale di H. 
pullorum finalizzata ad accertare la percentuale di recupero; 
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· provvedere alla lettura delle piastre ed alla conta delle colonie di H. pullorum, a 
partire dal secondo giorno di incubazione e nei successivi tre giorni. 
 
I risultati di questa prova sono riportati nella tabella 3.  
Il numero di batteri inoculati è stato definito sulla base della conta delle diverse 
diluizioni di H. pullorum su BR. La percentuale di recupero è stata calcolata come la 
media aritmetica delle conte delle tre repliche sul numero di colonie inoculate.  
I risultati indicano che l’impiego di una membrana filtrante da 0,65 µm permette una 
maggiore percentuale di recupero di H. pullorum rispetto a quella da 0,45 µm. Dopo 
cinque giorni di incubazione, la % di recupero mediante la membrana da 0,65µm 
risultava del 2,85%, mentre quella da 0,45 µm era solo del 0,025%.  
 
Tabella 3. Numero di colonie rilevate su BR dopo 2, 3, 4, e 5 giorni di incubazione riferito alle tre 
repliche per ciascun filtro: 0,45 µm e 0,65µm. La percentuale di recupero è stata calcolata come la media 
aritmetica delle conte delle tre ripetizioni sul numero di colonie inoculate. 
 
Giorno di 
incubazione 
Diluizione 
seminata 
Numero 
batteri 
inoculati 
Membrana 0,45µm Membrana 0,65µm 
Prove % 
recupero 
Prove % 
recupero 1 2 3 1 2 3 
2gg 
10-4 4000 - - - 0 - - - 0 
10-5 400 - - - 0 - - - 0 
10-6 40 - - - 0 - - - 0 
   
   
 
    
3gg 
10-4 4000 - - - 0 98 90 95 2,35% 
10-5 400 - - - 0 24 18 22 5,33% 
10-6 40 - - - 0 3 2 2 5,83% 
   
   
     
4gg 
10-4 4000 - - - 0 115 110 118 2,85% 
10-5 400 - - - 0 30 23 34 7,25% 
10-6 40 - - - 0 5 7 4 13,3% 
           
5gg 
10-4 4000 1 - 2 0,025% 115 110 118 2,85% 
10-5 400 - - - 0 30 23 34 7,25% 
10-6 40 - - - 0 5 7 4 13,3% 
- = nessuna colonia rilevata 
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Sulla base dei risultati ottenuti è stato definito un protocollo per l’isolamento di H. 
pullorum da contenuto ciecale di pollo mediante l’impiego di membrana filtrante, che 
viene di seguito riportato. 
 
Protocollo d’isolamento di H. pullorum da contenuto ciecale di pollo mediante 
l’impiego di membrana filtrante: 
 
· prelevare, evitando cross-contaminazioni, circa 5 g del contenuto dell’intestino 
cieco di un animale e sospenderlo in un ugual volume di soluzione fisiologica 
sterile;  
· omogeneizzare le feci agitandole su vortex per 1 minuto;  
· prelevare 100 µl della sospensione di feci e diluirli con 400 µl di un diluente così 
formulato: 100 µl di Brain Heart Infusion (BD) sterile, 300 µl di siero di cavallo 
sterile inattivato e 0,03g di glucosio (Sigma);  
· omogeneizzare il campione su vortex per 2 minuti;  
· depositare una membrana filtrante sterile di acetato di cellulosa con diametro 47 
mm, porosità 0,65 µm (Millipore) sulla superficie di una piastra di Brucella 
Agar avendo cura di evitare la formazione di bolle d’aria sotto il filtro;  
· depositare nel centro della membrana filtrante 300 µl del campione da 
esaminare;  
· distribuire l’inoculo su tutta la superficie della membrana facendo attenzione a 
non superare i bordi della membrana stessa;  
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· incubare le piastre (senza girarle) a 37±1°C in microaerofilia con idrogeno per 1 
ora;  
· rimuovere il filtro con una pinza sterile e distribuire con un’ansa il liquido 
filtrato su tutta la superficie della piastra;  
· incubare a 37±1°C in microaerofilia; 
· leggere le piastre giornalmente dopo le prime 48 ore di incubazione;  
· clonare su BR eventuali colonie riconducibili ad H. pullorum; 
· provvedere all’identificazione delle colonie selezionate. 
 
1.5 Validazione e confronto dei due diversi metodi d’isolamento di H. pullorum da 
matrici policontaminate mediante l’impiego di campioni di contenuto ciecale di 
broiler e galline ovaiole 
 
Materiali e Metodi 
 
Campionamento 
Al fine di validare e confrontare i due diversi metodi d’isolamento di H. pullorum da 
matrice fecale, sono stati campionati presso macelli avicoli 32 intestini pollo (4 animali 
per ogni allevamento). In totale sono stati selezionati animali provenienti da 6 
allevamenti di broiler e 2 allevamenti di galline ovaiole.  
Da ciascun animale era prelevato, dopo eviscerazione, l’intero pacchetto intestinale, 
che era riposto in un sacchetto di plastica poi mantenuto a temperatura di refrigerazione 
e trasportato in laboratorio entro quattro ore dal prelievo.  
 53
Isolamento  
Il contenuto ciecale era processato applicando i due diversi protocolli d’isolamento 
per H. pullorum descritti a pagina 46 e a pagina 52. 
 
Identificazione di H. pullorum 
Una colonia sospetta per ciascun campione è stata presuntivamente identificata come 
H. pullorum utilizzando il protocollo di Polymerase Chain Reaction (PCR) descritto da 
Stanley et al. (1994) impiegando la seguente coppia di primer:  
⋅ PullFW 5’ATGAATGCTAGTTGTTGTCAG3’; 
⋅ PullRW 5’ GATTGGCTCCACTTCACA 3’.  
L’estrazione della DNA totale dei batteri e l’esecuzione della PCR sono stati 
effettuati utilizzando il Kit REDExtract-N-Amp Tissue PCR (Sigma).  
 
Risultati 
 
L’impiego dei terreni selettivi ha consentito di isolare H. pullorum dal 50% 
campioni: 10 campioni di broiler e 6 campioni di galline ovaiole. Tutti gli allevamenti 
sono risultati positivi. Il mancato isolamento dal 50% dei campioni era imputabile alla 
crescita di flora enterica contaminante che invadeva tutta la superficie della piastra. 
L’impiego del metodo della membrana filtrante ha permesso invece di isolare H. 
pullorum dal 100% dei campioni.  
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1.6 Discussione 
 
Le attività descritte in questo capitolo hanno permesso di definire due protocolli per 
l’isolamento di H. pullorum da matrice policontaminate: il primo basato sull’utilizzo di 
terreni selettivi, il secondo sull’utilizzo di membrane filtranti.  
Sebbene la fase di validazione abbia dimostrato che entrambi i metodi testati 
pemettevano di isolare H. pullorum da una matrice policontaminata, è emerso che il 
metodo della membrana filtrante è significativamente più sensibile. Questo metodo è 
quindi lo strumento più adatto da utilizzarsi in uno studio di prevalenza di H. pullorum 
basato sull’isolamento di questo microrganismo da una matrice policontaminata.  
Il vantaggio derivante dall’impiego della membrana filtrante, oltre a mostrare una 
maggiore sensibilità, è quello di ottenere ceppi batterici più idonei per lo studio 
dell’antibiotico-resistenza, in quanto elimina la possibile interferenza degli antibiotici 
contenuti nei terreni selettivi. 
È stato definito inoltre come, in condizioni sperimentali, da una matrice non 
policontaminata il protocollo di isolamento mediante l’impiego di membrane filtranti 
abbia una sensibilità tale da permettere l’isolamento di H. pullorum a concentrazioni 
pari a circa 103 UFC⋅g-1. Per campioni con livelli di contaminazione da H. pullorum 
inferiori dovranno essere impiegati metodi più sensibili, quale ad esempio la PCR.  
Sono state avviate attualmente presso il nostro laboratorio attività finalizzate allo 
sviluppo e la messa a punto di metodi genotipici per la determinazione diretta di H. 
pullorum mediante PCR da matrice fecale. 
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2.1 Introduzione  
 
Come già anticipato nella parte generale, sono riportati in letteratura solo due studi 
sulla prevalenza di H. pullorum negli allevamenti avicoli (Ceelen et al., 2006c; Nebbia 
et al., 2007) e i dati biochimici e di tipizzazione genotipica per questa specie sono 
disponibili solo per un numero limitato di ceppi (Stanley et al., 1994; Atabay et al., 
1998; On et al., 1995; Gibson et al., 1999; Ceelen et al., 2006c).  
Le attività di ricerca presentate in questo capitolo hanno quindi la finalità di 
aumentare i dati relativi a questa specie di Helicobacter, provvedendo a determinarne la 
prevalenza in allevamenti nazionali di pollo e di tacchino di diversa tipologia, di 
caratterizzare biochimicamente gli isolati e definirne le correlazioni genetiche mediante 
tipizzazione molecolare. 
Questa indagine è stata svolta nell’ambito del progetto europeo 
POULTRYFLUORGUT. Tra gli obiettivi di questo progetto, c’era quello di definire la 
prevalenza di differenti specie batteriche associate alla flora enterica delle specie 
avicole, tra cui H. pullorum. È da sottolineare come nell’ambito del progetto europeo, il 
piano di campionamento risultasse originariamente esteso ad un numero maggiore di 
allevamenti rispetto a quanti in realtà ne siano stati campionati in questa indagine. Tale 
ridimensionamento è da imputarsi all’insorgenza di focolai di Influenza Aviaria 
verificatisi nel corso del 2006 ed alle relative restrizioni sanitarie che hanno limitato le 
normali attività di campionamento.  
La definizione della prevalenza di un microrganismo in una popolazione è 
strettamente legata all’impiego di un metodo d’isolamento di cui è nota la sensibilità e 
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di un protocollo d’identificazione in grado di identificare correttamente l’isolato. Il 
metodo d’isolamento da noi impiegato per la definizione della prevalenza di H. 
pullorum in allevamenti avicoli italiani, è stato quello messo a punto e descritto nel 
precedente capitolo di questa tesi. L’identificazione degli isolati è stata eseguita 
applicando un protocollo genotipico basato sulle sequenze del 16S rRNA proposto da 
Stanley et al. (1994) e da Fox et al. (2000). Su un numero significativo di 
microrganismi è stato inoltre applicato, nell’ambito di un approccio polifasico, anche lo 
studio del profilo proteico in 1D SDS PAGE, al fine di verificare l’identificazione 
genotipica degli isolati. Questo metodo impiegato nel passato negli studi tassonomici di 
molte specie batteriche, rimane ancora oggi uno strumento valido per la classificazione 
delle specie all’ordine degli Epsilonproteobacteria (Vandamme et al., 1991).  
Per la caratterizzazione biochimica degli isolati di H. pullorum, ci si è attenuti 
strettamente alle indicazioni di On et al. (1996) che hanno definito, per gli 
epsilonproteobatteri, un pannel di prove biochimiche basate su protocolli standard (On e 
Holmes, 1991a; 1991b; 1992) sviluppati al fine di rendere confrontabili i dati prodotti 
da diversi laboratori. 
Per lo studio della variabilità intraspecifica in H. pullorum è stato definito, in 
collaborazione con l’Istituto Zooprofilattico Sperimentale delle Venezie, sezione di 
Padova un protocollo di Pulsed-Field Gel Electroforesis (PFGE).  
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2.2 Materiali e metodi 
 
Campionamento 
Il campionamento, iniziato ad Aprile 2005 e concluso a Dicembre 2006, è stato 
eseguito presso diversi macelli avicoli localizzati in Emilia-Romagna, Veneto ed 
Umbria. In queste strutture erano macellati sia polli (Gallus gallus) che tacchini 
(Meleagridis gallopavo) provenienti da allevamenti di differente tipologia: 
convenzionale, estensivo e biologico.  
Il pacchetto intestinale di ciascun animale è stato prelevato subito dopo 
l’eviscerazione e riposto in un sacchetto di nailon. Questa operazione era eseguita 
utilizzando guanti monouso sterili per evitare cross-contaminazioni. Il campione era 
mantenuto a temperatura di refrigerazione e consegnato entro 4 ore al nostro 
laboratorio, dove era processato.  
Da ogni gruppo di animali veniva raccolto il pacchetto intestinale di 5 soggetti, fatta 
eccezione per le galline ovaiole per le quali ne sono stati raccolti solo 4. 
In totale sono stati campionati 365 animali: 274 broiler, 36 galline ovaiole e 55 
tacchini provenienti rispettivamente da 56, 9 e 11 diversi allevamenti. Dei 56 
allevamenti di broiler campionati, 40 erano di tipologia convenzionale, 8 estensivi ed 8 
biologici (vedi tabella 2 a pagina 73). 
È stato inoltre campionato il contenuto ciecale di uno struzzo (Struthio camelus), 
pervenuto morto presso il nostro Dipartimento per accertamenti anatomopatologici. 
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Isolamento di H. pullorum da contenuto ciecale 
H. pullorum è stato isolato applicando il protocollo “Isolamento di H. pullorum 
mediante l’impiego di membrana filtrante” descritto nel Capitolo 1 al punto 1.5. 
Le piastre di primo isolamento sono state incubate fino ad un massimo di sette giorni 
e sottoposte giornalmente a lettura.  
Al fine di valutare il grado d’infezione da H. pullorum in tutti i campioni analizzati, 
era registrato il numero di colonie riferibili a H. pullorum presenti sui terreni di primo 
isolamento. 
 
Identificazione di H. pullorum  
Per ogni campione risultato positivo, dalle piastre di primo isolamento sono state 
clonate un massimo di sei colonie riconducibili a H. pullorum. Questi isolati erano 
sottoposti ad una identificazione presuntiva (specifica sia per H. pullorum che per H. 
canadensis) utilizzando il protocollo di PCR descritto da Stanley et al. (1994) (figura 
1a).  
I primer impiegati in questa PCR, in grado di amplificare una porzione di 500 bp del 
16S rRNA sia di H. pullorum che di H. canadensis erano: PullFW 5’-
ATGAATGCTAGTTGTTGTCAG-3’ e PullRW 5’-GATTGGCTCCACTTCACA-3’.  
Al fine di distinguere H. pullorum da H. canadensis, gli isolati risultati positivi alla 
PCR, sono stati sottoposti successivamente alla PCR - Restriction Enzyme Analysis 
(PCR-REA) descritta da Fox et al. (2000). 
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Questo protocollo prevedeva una prima fase di amplificazione di un prodotto di circa 
1200 bp del 16S rRNA mediante l’impiego dei primer C97 - 5’ 
GCTATGACGGGTATCC 3’ e C05 - 5’ ACTTCACCCCAGTCGCTG 3’, il quale 
veniva succisamente sottoposto ad una fase di restrizione enzimatica mediante ApaLI 
(Fermentas).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.  
a) PCR specifica per H. pullorum e H. canadensis (Stanley et al. 1994); Lane 1: Marker 100bp Ladder 
(Fermentas); Lane 2: H. pullorum isolato in questo studio; Lane 3: controllo negativo, C. jejuni CIP 
70.2T; Lane 4: acqua; Lane 5: H. pullorum CIP 104787T; Lane 6: H. canadensis CCUG 47163T.  
b) PCR-REA impiegata per distinguere H. pullorum da H. canadensis (Fox et al. 2000); Lane 1: Marker 
100bp Ladder (Roche); Lane da 2 a 7: 6 ceppi di H. pullorum isolati in questo studio; Lane 8: H. 
pullorum CIP 104787T; Lane 9: H. canadensis CCUG 47163T 
 
Il prodotto ottenuto dopo restrizione era sottoposto ad elettroforesi in gel di agarosio 
al 1% per 30 minuti a 6 V/cm.  
L’amplificato di H. canadensis era tagliato in due frammenti, uno di circa 950 bp e 
l’altro di 250 bp, mentre il prodotto di PCR di H. pullorum rimaneva integro (figura 1b). 
L’estrazione del DNA totale dei batteri e l’esecuzione delle due PCR sono state 
effettuate utilizzando il Kit REDExtract-N-Amp Tissue PCR (Sigma). 
 
b a 
1         2          3          4          5          6      1      2      3      4       5      6       7      8       9 
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Studio del profilo proteico 1D-SDS PAGE degli isolati 
L’analisi è stata eseguita su 74 isolati di H. pullorum, uno scelto a random per ogni 
allevamento risultato positivo. Il protocollo di analisi è stato messo a punto seguendo le 
indicazioni di Costas (1992) e Pot et al. (1994).  
Partendo da una coltura di 48 ore su Brucella Agar (BD) addizionato del 5% di 
sangue ovino, è stata eseguita una sospensione in PBS del ceppo in esame con 
un’opacità pari a 1,5 OD600. Un millilitro della sospensione era sottoposto a tre fasi di 
lavaggio in PBS mediante centrifugazione a 14000 g per 10 minuti a 4°C.  
Dopo le fasi di lavaggio, il pellet è stato risospeso in 200 µl di buffer di estrazione 
costituito da 130 µl di PBS, 50 µl di NuPAGE LDS Sample Buffer (Invitrogen) e 20 µl 
di NuPAGE Sample Reducing Agent (Invitrogen).  
La sospensione era sottoposta a trattamento termico a 95°C per 10 minuti e l’estratto 
proteico così ottenuto era conservato in congelatore a -80°C ed utilizzato per l’analisi 
entro 2 mesi dall’estrazione.  
La corsa elettroferetica è stata eseguita caricando 5 µl del campione in esame in 
NuPAGE Novex 4-12% BIS TRIS Gelformat 1.0 mm 10 Well (Invitrogen) impiegando 
la cella per elettroferesi verticale Xcell SureLockTM Mini-Cell (Invitrogen). Le 
condizioni di corsa prevedevano corrente costante di 30 mA per 140 minuti in 
condizioni costanti di temperatura (5 ±3°C). 
Il gel era quindi colorato mantenendolo immerso per un’ora in Simply Blue Safestain 
(Invitrogen) e in seguito decolorato mantenendolo, in agitazione, immerso in acqua 
deionizzata per 16 ore.  
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Terminata la fase di decolorazione, l’immagine digitale del gel era acquisita 
mediante FLUOR-S MultiImager (Bio-Rad) e il profilo proteico era analizzato mediante 
il software Diversity Database v 2.2 (Bio-Rad).  
L’analisi computazionale prevedeva un processo di normalizzazione utilizzando 
come riferimento il Mark 12 Wide Range Protein Standard (Invitrogen). Il background 
relativo ad ogni lane è stato rimosso utilizzando come valore di riferimento “rolling disk 
20”.  
La similarità tra i profili proteici è stata calcolata mediante il coefficiente di 
correlazione prodotto-momento di Pearson escludendo la regione variabile compresa tra 
le bande di 55,4 e 36 kDa, così come suggerito da Vandamme et al. (1991).  
La clusterizzazione è stata eseguita mediante l’impiego dell’algoritmo Unweighted 
Pair Group using Average linkage (UPGMA) e il valore di similarità è stato espresso in 
percentuale.  
Il livello di clusterizzazione degli isolati di H. pullorum in esame era valutato con 
riferimento alle diverse specie di Helicobacter presenti nel nostro database.  
La riproducibilità della tecnica è stata valutata comparando la similarità intergel degli 
estratti proteici di H. pullorum CIP104787T e di H. canadensis CCUC47163T (inseriti in 
tutte le singole corse elettroforetiche) ponendo come valore di accettabilità il 90% tra 
profili dello stesso isolato. Tutti i gel erano analizzati anche visivamente comparando i 
profili dei diversi isolati con quelli dei ceppi di referenza utilizzati (Vandamme et al., 
1991).  
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Caratterizzazione biochimica degli isolati 
La caratterizzazione biochimica è stata eseguita su 27 ceppi di H. pullorum isolati da 
27 diversi allevamenti: 15 isolati da pollo, 11 da tacchino e 1 da struzzo.  
La caratterizzazione biochimica ha previsto prove enzimatiche, prove di crescita e 
prove di sensibilità alla cefalotina e all’acido nalidixico.  
Nella tabella 1 sono elencate tutte le prove eseguite ed i relativi ceppi di referenza 
impiegati quali controlli positivi e negativi. 
 
Modalità di esecuzione delle prove enzimatiche 
Test dell’ossidasi: sulla superficie di dischetti di nitrocellulosa (∅ 6mm) imbibiti con 
50 µl di una soluzione all’1% in acqua deionizzata di N,N,N,N-tetrametil-p-
fenilendiamina dicloridrato (Sigma) veniva depositata abbondante patina batterica 
dell’isolato da testare, proveniente da una coltura di 48 h; la comparsa di una 
colorazione viola intenso entro 20 secondi era indice di positività (On e Holmes, 1992). 
Test della catalasi: in una provetta contenente una soluzione fresca al 3% di 
perossido d’idrogeno era inserita un’ansata di patina batterica raccolta da un terreno di 
coltura privo di sangue (Nutrient Broth N°2 agarizzato addizionato del 10% di siero di 
cavallo); la comparsa di bolle entro 20-30 secondi era indice di reazione positiva (On e 
Holmes, 1992). 
Test dell’idrolisi dell’indoxyl acetato: su dischetti di nitrocellulosa (∅ 6mm) 
imbibiti con 25 µl di una soluzione al 10% (w/v) di indoxyl acetato (Sigma) in acetone 
veniva depositata abbondante patina batterica dell’isolato da testare, proveniente da una 
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coltura di 48 h; la comparsa entro 10-15 minuti di una colorazione blu intenso secondi 
era indice di positività (Mills e Gherna, 1987; On e Holmes, 1992).  
 
Tabella 1. Elenco delle prove biochimiche e relativi ceppi di controllo impiegati per la caratterizzazione 
fenotipica degli isolati di H. pullorum 
 
PROVE FENOTIPICHE* CONTROLLO POSITIVO CONTROLLO NEGATIVO 
Prove enzimatiche   
Ossidasi Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 Escherichia coli ATCC 25922 
Catalasi Staphylococcus aureus ATCC 25923 Enterococcus faecalis ATCC 29212 
Ureasi Helicobacter hepaticus CCUG 33637T Helicobacter pullorum CIP 104787
T
 
Idrolisi dell’ippurato Campylobacter jejuni CIP70.2T Helicobacter pullorum CIP 104787T 
γ-Glutalmiltrasferasi Helicobacter canis ATCC 51401T Helicobacter pullorum CIP 104787T 
Fosfatasi alcalina Helicobacter canis ATCC 51401T Helicobacter pullorum CIP 104787T 
Idrolisi dell’indoxil 
acetato 
Helicobacter canadensis CCUG 
47163T Helicobacter pullorum CIP 104787
T
 
Produzione di H2S in TSI Campylobacter coli ATCC 33559T 
C. fetus subsp. venerealis ATCC 
19438T 
Riduzione dei Nitrati Helicobacter pullorum CIP 104787T Helicobacter canis ATCC 51401T 
Prove di crescita   
MacConkey Campylobacte jejuni ATCC 33560T Helicobacter pullorum CIP 104787T 
1% (w/v) glicina Campylobacter lari LMG 8846T Helicobacter pullorum CIP 104787T 
1% (w/v) bile Helicobacter pullorum CIP 104787T Campylobacter concisus LMG 6738
 
T
 
37°C (mO2 senza H2) Campylobacte jejuni ATCC 33560 T Campylobacter concisus LMG 6738
 
T
 
37°C (O2) Arcobacter butzleri LMG 10828T Campylobacte jejuni ATCC 33560T 
37°C (AnO2) Arcobacter butzleri LMG 10828T Campylobacte jejuni ATCC 33560T 
42°C (mO2) Campylobacte jejuni ATCC 33560T Arcobacter cryaerophilus CCUG 17801T 
25°C (mO2) Arcobacter cryaerophilus CCUG 17801T Helicobacter pullorum CIP 104787
T
 
Prove di sensibilità   
Acido nalidixico (30 µg) Campylobacter jejuni ATCC 33560
 
T
 
C.fetus subsp venerealis ATCC 
19438T 
Cefalotina           (30 µg) C.fetus subsp venerealis ATCC 19438 T 
Campylobacter .jejuni ATCC 33560 
T
 
*mO2 microaerofilia con H2; O2, atmosfera aerobica; AnO2, anaerobiosi; TSI, triple sugar iron agar. 
 
Test dell’idrolisi dell’ippurato di sodio: da una coltura fresca di 48 h dell’isolato in 
esame era allestita una sospensione batterica molto densa (lattescente) in 0,4 ml di una 
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soluzione acquosa all’1% di sodio ippurato (Sigma); la provetta era quindi incubata in 
bagnomaria a 35 ± 0.5 °C per 2 ore; dopo tale periodo venivano aggiunti 0,2 ml del 
reattivo ninidrina e si reincubava la provetta a 35 ± 0.5 °C per altri 15 minuti; la prova 
era considerata positiva quando si verificava lo sviluppo di colore blu-viola intenso 
(Harvey, 1980; On e Holmes, 1992). 
Test della produzione di idrogeno solforato in Triple Sugar Iron (TSI); l’isolato 
in esame veniva seminato su Triple Sugar Iron Agar (TSI, BD) ed incubato in 
microaerofilia 37±1°C per 5 giorni; la reazione era considerata positiva quando era 
evidenziabile una colorazione nera, anche in tracce, del terreno (On et al., 1996).  
Test dell’ureasi: l’attività dell’enzima è stata evidenziata sospendendo circa 108 
batteri in 200 µl di urea di Christensen (BBL); dopo 6 ore di incubazione a 35 ± 1°C lo 
sviluppo di una colorazione rossa era ritenuta indice di una reazione positiva (Owen et 
al., 1985; On e Holmes, 1992).  
Test della fosfatasi alcalina (PAL): l’attività dell’enzima è stata evidenziata 
sospendendo circa 108 batteri in 200 µl di Glicine buffer (pH 9) contenente 0,2% di 4-
Nitrofenil fosfato disodico (Fluka) e 1 mM di MgCl2; dopo 1 ora di incubazione a 
35±1°C lo sviluppo di una colorazione giallo intensa era ritenuta indice di una reazione 
positiva (Itoh et al., 1987; On e Holmes, 1992).  
Test della γ-Glutalmiltrasferasi (GGT); l’attività dell’enzima è stata evidenziata 
sospendendo circa 108 batteri in 100 µl d’acqua a cui è stato aggiunto 100 µl del 
reagente costituito da 100mM di TRIS (pH 8.25), 2.9 mM di L-Glutamic acid-γ-(p-
nitroanilide) hydrochloride (Sigma) e 100mM di Glycyl-Glyline (Fluka); dopo 1 ora di 
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incubazione a 35±1°C lo sviluppo di una colorazione gialla era ritenuta indice di una 
reazione positiva (Chevalier et al., 1999).  
Test della riduzione dei nitrati: il terreno per l’esecuzione di questa prova è stato 
preparato aggiungendo a 100 ml di Nutrient Broth N°2 agarizzato 6 ml sangue ovino 
defibrinato e 0,5 ml di una soluzione al 20% di nitrato di potassio (Sigma); il test è stato 
eseguito seminando su una piastra (90 mm ∅) un solo ceppo batterico, depositando una 
quantità abbondante di patina batterica nel centro su una superficie di circa 2 cm; le 
piastre sono state incubate a 37±1°C per 48 ore; la presenza di una colorazione marrone 
scuro del terreno era indice di reazione positiva (Cook, 1950). 
 
Modalità di esecuzione delle prove di crescita 
I diversi terreni sono stati allestiti come indicato da On e Holmes (1991b) utilizzando 
come terreno base Nutrient Broth N°2 (Oxoid) agarizzato con 1,5% di Bacto-Agar (BD) 
e addizionato di 5% di sangue ovino (NA). 
La titolazione dell’inoculo è stata eseguita allestendo una sospensione batterica 
dell’isolato in esame con opacità pari al valore 0,5 della scala di McFarland in Nutrient 
Broth N° 2 (Oxoid) partendo da colture di 48 h su NA. Tale sospensione era quindi 
diluita 1:100 in modo da ottenere una concentrazione finale di 106 UFCmL-1.  
Venti µl dell’inoculo di ogni isolato era seminato a spot su una piastra di: 
· NA incubata a 37 ± 1°C in microaerofilia  
· NA incubata a 37 ± 1°C in microaerofilia senza idrogeno 
· NA incubata a 42 ± 1°C in microaerofilia 
· NA incubata a 25 ± 1°C in aerobiosi 
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· NA incubata a 37 ± 1°C in aerobiosi  
· NA incubata a 37 ± 1°C in anaerobiosi  
· NA + 1% glicina incubata a 37 ± 1°C in microaerofilia  
· NA + 1% di bile incubata a 37 ± 1°C in microaerofilia 
· MacConkey Agar incubata a 37 ± 1°C in microaerofilia 
Su ogni piastra sono stati seminati non più di quattro ceppi avendo cura di ottenere 
uno spot che avesse un diametro di circa 1 cm (On e Holmes, 1991a). 
La microaerofilia senza idrogeno è stata ottenuta utilizzando il sistema CampyGen 
(Oxoid).  
L’anaerobiosi è stata ottenuta eseguendo un doppio lavaggio della giara con 
atmosfera modificata per anaerobiosi (10%H2 10%CO2 80% N2) ed impiegando un 
catalizzatore al palladio.  
Le letture di tutte le prove di crescita erano effettuate dopo 72 ore di incubazione. 
 
Modalità di esecuzione della prova di sensibilità alla cefalotina e all’acido nalidixico 
La sensibilità alla cefalotina e all’acido nalidixico è stata valutata mediante test di 
diffusione in Agar “Kirby-Baurer” utilizzando dischetti da 30 µg di ciascun antibiotico 
(BD). Le piastre erano incubate a 37±1°C in microaerofilia per 72 ore.  
Il ceppo batterico in esame era considerato sensibile all’antibiotico se dopo 
incubazione era evidente attorno al dischetto un alone di inibizione (Ursing et al., 
1994). 
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Pulsed-Field Gel Electrophoresis (PFGE) degli isolati  
La tipizzazione mediante PFGE è stata eseguita su 34 ceppi di H. pullorum isolati da 
14 allevamenti di broiler (2 ceppi per allevamento). 
Il protocollo utilizzato è stato messo a punto sulla base delle indicazioni del 
"CAMPYNET-Prototype standardised protocol for Pulsed-Field Gel Electrophoresis-
based DNA typing of Campylobacter jejuni and Campylobacter coli” (The "Campynet" 
PFGE Subtyping Subgroup, 2000; http://campynet.vetinst.dk/PFGE.html).  
Vengono di seguito riportate le diverse fasi del protocollo impiegato. 
 
Inclusione dell’isolato in gel di agarosio a basso punto di fusione 
· Sciogliere 0.3g di Certified Megabase Agarose (CMA, Bio-rad) in 20 ml di 
Tris/HCl –EDTA (TE) buffer ottenendo una concentrazione di agarosio pari 
al 1,5% (w/v) e lasciare raffreddare in bagnomaria a 55 ± 0,5°C per 30 
minuti.  
· Sospendere in 5ml di Cell Suspension Buffer (CSB, 100 mM Tris:100 mM 
EDTA, pH 8.0) la patina ceppo in esame proveniente da una coltura di 48 
ore fino ad ottenere una densità ottica pari a 0.8-1 OD600. 
· Aliquotare 300µl della sospensione in una provetta tipo eppendorf da 1,5 ml. 
· Aggiungere alla sospensione 18.8µl di una soluzione 20 mg/ml di Proteinasi 
K e miscelare pipettando 5-6 volte. 
· Aggiungere 300µl di 1.5% CMA, miscelare pipettando 5-6 volte quindi 
distribuire immediatamente nel Plug Mold (Bio-rad) fino a riempimento dei 
pozzetti utilizzando una micropipetta, avendo l’avvertenza di non formare 
bolle. 
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· Lasciare solidificare le “plugs” prima a temperatura ambiente per 10 minuti e 
poi a 4°C per altri 10 minuti. 
· Riporre le “plugs” in 5 ml di Cell Lysis Buffer (LB: 50 mM Tris:50 mM 
EDTA, pH 8.0, 1% di Sarcosyl, 1 mg/ml di Proteinasi K) quindi incubarle a 
55± 0,5°C per 25 minuti. 
· Eliminare LB ed effettuare due lavaggi di 20 minuti ciascuno con acqua 
ultrapura a 55± 0,5°C. 
· Al termine del secondo lavaggio di acqua, effettuare 4 lavaggi di 20 minuti 
ciascuno con TE a 55± 0,5°C. 
· Porre le “plugs” in 5ml di TE e conservale a 5 ± 3°C fino al momento 
dell’utilizzo per un periodo massimo di 6 mesi.  
 
Digestione mediante enzima SacII; 
· Tagliare la “plug” mediante un bisturi in modo da ottenere formando un 
parallelepipedo di circa 4x4 mm di base. 
· Immergere la “plug” così tagliata in 196 µl del Buffer (1X) di reazione 
dell’enzima SacII in una provetta tipo eppendorff da 1,5 ml [il Buffer va 
diluito 1:10 utilizzando acqua ultrapura DNasi e RNasi free (Promega)]. 
· Aggiungere 4µl di SacII e miscelare pipettando 5-6 volte, avendo cura di non 
toccare la “plug”. 
· Incubare overnight a 37±1°C. 
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Elettroforesi in campo pulsato (PFGE) 
· Preparare il gel di corsa sciogliendo 1g di Seakem Gold Agarose (Lonza) in 
100ml di Tris-Borate-EDTA buffer (TBE) 0.5x, per ottenere una 
concentrazione dell’1%.  
· Raffreddare il gel a 55± 0,5°C per 30 minuti a bagnomaria. 
· Allestire lo stampo per il gel avendo cura di pulire con alcool etilico assoluto 
la base dello stampo e verificare che lo stesso sia in bolla. 
· Versare il gel 1% Seakem Gold Agarose nello stampo facendo attenzione a 
non formare bolle e lasciarlo solidificare per almeno 30 minuti. 
· Mettere in bolla la cella elettroforetica. 
· Versare il buffer di corsa TBE 0.5x (circa 2,5 L) nella cella e avviare il 
sistema di pompaggio e di raffreddamento impostando il Cooling Module 
(Bio-Rad) a 13°C. 
· Aggiungere Prelevare 8ml di TE a 12 ml di CMA all’1,5% (CMA-TE). 
· Sciogliere l’agar CMA-TE in micronde quindi raffreddarlo per 30 minuti in 
bagnomaria a 55±0,5°C. 
· Caricare nel primo, nel settimo e nel quindicesimo pozzetto Lambda ladder 
standard (Bio-rad).  
· Caricare i ceppi di riferimento inserendo nel secondo pozzetto la “plug” di 
Campylobacter jejuni CIP 70.2T e nel terzo quella di Helicobacter pullorum 
CIP 104787T. 
· Caricare le “plug” dei campioni in esame nei restanti pozzetti. 
· Sigillare i pozzetti versando 3 ml di CMA-TE. 
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· Attendere 20 minuti affinché il CMA-TE solidifichi. 
· Impostare il Chef Mapper XA (Bio-rad) con le seguenti condizioni di corsa: 
Two State; Gradiente: 5V/cm; Tempo: 22.5h; Angolo: 120°; Initial swich 
time: 0.5’’; Final swich time: 40’’; Rampinf factor: 0  
· Inserire il gel nel supporto centrale e avviare la corsa. 
 
Analisi dei profili elettroforetici  
· Dopo la corsa elettroferetica, colorare il gel in un bagno di Bromuro di 
Etidio (1µg/ml) per 40 minuti.  
· Decolorare il gel mantenendolo in agitazione immerso in acqua deionizzata 
per 1 ora.  
· Acquisire l’immagine digitale del gel mediante FLUOR-S MultiImager (Bio-
Rad).  
· Analizzare i profili PFGE mediante il software Diversity Database v 2.2 
(Bio-Rad) applicando il coefficiente di Dice per calcolare i livelli di 
similarità ed UPGMA per eseguire la clusterizzazione. 
· Utilizzare, per il confronto intergel, come Bande set il profilo di restrizione 
di H. pullorum CIP 104787T impostando 4% come valore di tolleranza. 
· Due profili di PFGE vengono considerati appartenenti allo stesso Pulsotipo 
quando manifestano un valore di similarità maggiore o uguale al 90% per le 
valutazioni intragel mentre maggiore o uguale all’80% per le valutazioni 
intergel. 
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2.3 Risultati 
 
Isolamento  
I dati relativi all’isolamento di H. pullorum dai campioni di contenuto ciecale di 
pollo, tacchino e struzzo vengono riportati nella tabella 2.  
H. pullorum è stato isolato dal 83,6% degli animali campionati. Nello specifico H. 
pullorum è stato isolato dal 84,8% dei polli, dal 76,4% dei tacchini e dall’unico struzzo 
campionato.  
La percentuale degli animali risultati positivi per H. pullorum, relativamente alla 
tipologia di allevamento variava dal 57,5% per i broiler estensivi ad un massimo del 
100% per le galline ovaiole. 
 
Tabella 2. Risultati relativi all’isolamento di H. pullorum da 366 animali provenienti da 77 differenti 
allevamenti. Il dato è scomposto per specie animale e per tipologia di allevamento. 
 
Specie 
animale 
Tipologia di 
allevamento 
Numero animali Numero allevamenti 
campionati positivi (%) Campionati positivi (%) 
Pollo 
Broiler convenzionali 194 166 (88,5) 40 40 (100) 
Broiler estensivi 40 23 (57,5) 8 5 (62,5) 
Broiler biologici 40 38 (95,0) 8 8 (100) 
Galline ovaiole 36 36 (100) 9 9 (100) 
Totale 310 263 (84,8) 65 62 (95,4) 
        
Tacchino Convenzionale 55 42 (76,4) 11 11 (100) 
Struzzo Convenzionale 1 1 (100) 1 1 (100) 
        
 Totale 366 306 (83,6) 77 74 (96,1) 
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In 74 allevamenti su 77 campionati (96,1%) è stato possibile isolare H. pullorum da 
almeno un animale. Tre allevamenti estensivi di broiler sono risultati negativi. In 51 
allevamenti (66,2%) è stato possibile isolare H. pullorum da tutti gli animali campionati. 
Il numero di colonie riferibili a H. pullorum in tutte le piastre di primo isolamento è 
sempre risultato maggiore di 50 (figura 2). 
 
Figura 2. Piastra di primo isolamento dopo 5 giorni di incubazione (BR + 5% sangue ovino). Freccia 
nera, colonie puntiformi riferibili a H. pullorum. Freccia verde, colonie sciamanti di Campylobacter spp. 
 
 
Considerando che la tecnica da noi impiegata comporta una riduzione di circa un log 
del numero dei batteri originariamente presenti nel campione, calcolando il volume di 
feci inoculato su una singola piastra, possiamo supporre che il livello di contaminazione 
da H. pullorum in tutti gli animali positivi risultasse sempre maggiore a 1,5 × 104 UFC 
g feci-1. 
 
 75
Studio del profilo proteico in 1D-SDS PAGE  
L’analisi computazionale dei 74 profili proteici degli isolati di H. pullorum esaminati 
ha rilevato un unico cluster, ad un livello di similarità del 88%, composto dai profili 
proteici degli isolati di campo e dai profili dei ceppi di riferimento H. pullorum CIP 
104787T e H. canadensis CCUG 47163T. L’elevato livello di similarità tra i profili 
proteici di H. pullorum CIP 104787T e H. canadensis CCUG 47163T non ha permesso, 
all’analisi computazionale, la discriminazione tra queste due specie.  
Diversamente, la comparazione dei profili proteici degli isolati di H. pullorum con 
quelli dei ceppi di riferimento [H. canis ATCC 51401T, H. cinaedi CIP 103752T, H. 
fennelliae CIP 103758T, H. bilis ATCC 51630T, H. trogontum ATCC 700117 T, ”H. 
rappini” ATCC 49308, H. acynonichis ATCC 51101T, H. pullorum CIP 104787T e H. 
canadensis CCUG 47163T], ha permesso di discriminare facilmente il cluster H. 
pullorum/H. canadensis dalle altre specie di Helicobacter.  
H. cinaedi CIP 103752T è risultata essere la specie più vicina al cluster H. 
pullorum/H. canadensis, con un livello di similarità del 81%. 
Nella figura 3 (pag 76) sono illustrate tre differenti corse elettroforetiche in 1D-SDS 
PAGE dei profili proteici di 21 isolati di H. pullorum e dei ceppi di referenza H. 
pullorum CIP 104787T e H. canadensis CCUG 47163T.  
Diversamente da quanto osservato all’analisi computazionale, i profili proteici di tutti 
i 74 isolati di campo di H. pullorum testati erano indistinguibili dal profilo di H. 
pullorum CIP 104787t, mentre si differenziavano da quello di H. canadensis CCUG 
47163T per la presenza di un diverso profilo di bande tra 66,3 e 55,4 kDa e tra 31 e 14,4 
kDa (figura 3).  
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Figura 3. Profili proteici in 1D SDS-PAGE di 21 isolati di campo di H. pullorum.  
Gel a) Lane 1, 6, 13 e 18: Mark 12 Wide Range Protein Standard (Invitrogen); Lane 2: H. canadensis 
CCUG 47163T; Lane 3: H. pullorum CIP 104787T; Lane 5: H. pullorum isolato da struzzo in questo 
studio; lane da 7 a 12 e da 14 a 17: H. pullorum isolati da tacchino;  
Gel b) Lane 1, 5, e 10: Mark 12 Wide Range Protein Standard (Invitrogen); Lane 4: H. pullorum CIP 
104787T; Lane 6 e 9: H. canadensis CCUG 47163T; Lane 2, 3, 7 e 8: H. pullorum isolati da pollo;  
Gel c) Lane 1, 5, e 10: Mark 12 Wide Range Protein Standard (Invitrogen); Lane 4: H. canadensis 
CCUG 47163T; Lane 6: H. pullorum CIP 104787T; Lane 2, 3, 7, 8 e 9: H. pullorum isolati da pollo. 
Le frecce nere indicano le regioni identiche tra i ceppi di H. pullorum e diverse da H. canadensis. La 
freccia rossa indica la regione ipervariabile compresa tra 39 kDa e 50 kDa esclusa dall’analisi. 
a 
1       2       3       4       5      6        7       8       9       10     11     12     13     14     15     16     17    18 
b 
1       2       3       4       5      6       7       8      9      10     
c 
1       2       3       4       5      6       7       8      9      10     
 77
Caratterizzazione biochimica  
I risultati della caratterizzazione biochimica dei 27 ceppi di H. pullorum sono 
riportati nella tabella 3 (pag 78) e comparati con i risultati ottenuti da On et al. (1996) 
su 11 ceppi di H. pullorum isolati da pollo e da uomo e da Atabay et al. (1998) su 18 
ceppi isolati da pollo.  
Tutti i 27 isolati sono risultati positivi al test dell’ossidasi, della riduzione dei nitrati, 
ai test di crescita a 42°C, in anaerobiosi e in presenza dell’1% di bile e resistenti alla 
cefalotina. Tutti gli isolati sono risultati negativi al test dell’ureasi, della γ-
glutamyltranspeptidasi, non hanno idrolizzato l’ippurato e l’indoxyl acetato, non sono 
cresciuti a 25°C, in condizioni di aerobiosi, in presenza di 1% di glicina e su 
MacConkey Agar. Le altre prove hanno mostrato un esito variabile: su un totale di 27 
isolati 22 (81%) sono risultati positivi alla catalasi, 8 (22%) alla fosfatasi alcalina, 17 
(63%) hanno prodotto H2S in TSI, 18 (67%) sono cresciuti in condizioni di 
microaerofilia non arricchita con idrogeno e 5 (18%) sono risultati resistenti all’acido 
nalidixico. 
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Tabella 3. Risultati della caratterizzazione biochimica di 27 ceppi di H. pullorum isolati da pollo, 
tacchino e struzzo in questo studio comparati con quelli ottenuti da Atabay et al. (1998) e On et al. (1996) 
 
 Percentuale dei ceppi positivi 
 
In questo studio 
 
Atabay et al. (1998) On et al. (1996)a 
Prove fenotipiche  (n=27) (n=18) (n=10) 
    
Prove enzimatiche    
Ossidasi 100 100 99 
Catalasi 81 89 88 
Ureasi 0 0 1 
Idrolisi dell’ippurato 0 0 1 
γ-Glutalmltransferasi 0 0b ND 
Fosfatasi alcalina 22 11 1 
Idrolisi dell’indoxil acetato 0 0 1 
Produzione di H2S in TSI 63 100 50 
Riduzione dei Nitrati 100 83 99 
Prove di crescita    
         MacConkey 0 0 1 
         1% (w/v) glicina 0 0 1 
         1% (w/v) bile  100 72 88 
         37°C (mO2) 100 100 99 
         37°C (mO2 senza H2) 67 0 ND 
         37°C (O2) 0 0 1 
         37°C (AnO2) 100 94 99 
         42°C (mO2) 100 78 99 
         25°C (mO2) 0 0 1 
Prove di sensibilità     
       Acido nalidixico (30 µg) 18d 28c 6c 
       Cefalotina           (30 µg) 100d 89c 99c 
aI valori di percentuali pari a 0 e 100 sono stati aggiustati a 1 e 99 rispettivamente per 
permettere la comparazione numerica (vedi On et al., 1996 per dettagli);  
bDati ottenuti mediante sistema API CAMPY (BioMérieux); 
cDati ottenuti come descritti da On e Holmes, 1991a; 
dDati ottenuti come descritto da Ursing et al., 1994; 
ND, dati non disponibili; mO2 microaerofilia con H2; O2, atmosfera aerobica; AnO2, anaerobiosi; 
TSI, triple sugar iron agar. 
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Pulsed-Field Gel Electrophoresis (PFGE) di H. pullorum 
I risultati relativi alla genotipizzazione dei 34 ceppi di H. pullorum isolati da 17 
diversi allevamenti sono riportati nella tabella 4. Nella figura 4 è riportato il 
dendrogramma determinato mediante il coefficiente di Dice. In totale sono stati tipizzati 
32 ceppi di H. pullorum su 34 testati, i quali hanno dato origine a 19 differenti Pulsotipi.  
 
Tabella 4. Elenco dei Pulsotipi ottenuti dall’analisi di 34 ceppi di H. pullorum isolati da 17 differenti 
allevamenti di broiler e del ceppo tipo H. pullorum CIP 104787T. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Pulsotipo Ceppi di H. pullorum* 
 
 
A 226/05B, 226/05C, 228/05B 
B 220/05A 
C 249/05E, 249/05C 
D 246/05C, 246/05B 
E 220/05D 
F 244/05B 
G 244/05A 
H 235/05D, 235/05E, 237/05A, 237/05B 
I 221/05D, 221/05C 
J 223/05C, 223/05B 
K 229/05D, 229/05C 
L 232/05E 
M 230/05B 
N 230/05D 
O 238/05D, 238/05A 
P 240/05D, 240/05C 
Q 232/05D 
R 224/05A 224/05D, 225/05D 
S H. pullorum CIP 104787T 
non 
tipizzati 228/05A, 225/05A 
 
 
*il numero identifica l’allevamento, la lettera l’animale 
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Figura 4. Dendrogramma con radice risultante dall’analisi dei 34 profili dei ceppi di H. pullorum isolati 
da 17 differenti allevamenti di pollo e del ceppo tipo H. pullorum CIP 104787T. I numeri sulla barra 
orrizontale indicano il valore di similarità determinato mediante il coefficiente di Dice. L’albero è stato 
costruito applicando l’algoritmo di clusterizzazione UPGMA. La barra verticale rossa indica il valore di 
similarità utilizzato per differenziare i diversi Pulsotipi identificati nella colonna a lato della figura. 
 
Per due ceppi (228/05A, 225/05A) appartenenti a due diversi allevamenti, non è stato 
possibile ottenere un profilo di restrizione a causa di fenomeni di degradazione del 
DNA (figura 5). 
Tre pulsotipi (A, H, R) raggruppano profili di ceppi appartenenti a due allevamenti, 7 
(C, D, I, J, K, O, P, R) i profili di ceppi appartenti allo stesso allevamento mentre 8 
profili (B, E, F, G, L, M, N, Q, S) sono rappresentati da un singolo ceppo.  
Pulsotipi 
A 
C 
D 
B 
E 
F 
G 
H 
I 
J 
K 
L 
M 
N 
O 
P 
S 
Q 
R 
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Figura 5. PFGE di ceppi di H. pullorum ottenuti mediante digestione con SacII. È possibile notare nella 
Lane 4 l’assenza di un profilo di restrizione a seguito di fenomeni legati alla degradazione del DNA. 
Lane 1, 8 e 15: DNA marker, Lambda Ladder (Bio-rad); Lane 2: C. jejuni CIP 70.2T; Lane 3: H. pullorum 
CIP 104787T; Lane 4: H. pullorum 225/05A; Lane 5: H. pullorum 235/05E; Lane 6: H. pullorum 
237/05A; Lane 7: H. pullorum 240/05D; Lane 9: H. pullorum 244/05A; Lane 10: H. pullorum 244/05B; 
Lane 11: H. pullorum 246/05B; Lane 12: H. pullorum 246/05C; Lane 13: H. pullorum 249/05C; Lane 14: 
H. pullorum 249/05E. 
 
2.4 Discussione  
 
I risultati ottenuti relativamente a questa fase dell’indagine, hanno permesso di 
mostrare un’elevata prevalenza di H. pullorum in Italia nelle specie avicole da noi 
campionate, individuando almeno un animale positivo nel 96,4% degli allevamenti.  
H. pullorum è stato isolato nel pollo da molti autori (Stanley et al., 1994; Burnens et 
al., 1996; Atabay et al., 1998; Ceelen et al., 2006c) ed è inoltre stato segnalato in altre 
specie di volatili quali pernice (Nebbia et al., 2007) e pappagallo (Ceelen et al., 2006b), 
ma nessun dato risultava essere disponibile per altre specie avicole di interesse 
zootecnico quali il tacchino e lo struzzo. Questa indagine ha permesso per la prima volta 
1       2      3      4      5      6      7      8      9      10     11     12    13    14     15 
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di isolare H. pullorum anche da queste due specie, dimostrandone un’ampia diffusione 
nelle specie aviarie allevate a scopo alimentare. 
Gli elevati valori di prevalenza osservati sia nei polli (84,8%) che nei tacchini 
(76,4%), associati ad alti livelli di contaminazione del contenuto ciecale (>1,5 × 103 
UFC⋅g-1), indicano che H. pullorum colonizza normalmente la flora enterica di queste 
specie. Le specie avicole rappresentano, come osservato per alcuni Campylobacter 
termofili (Lee e Newell, 2006), i reservoir naturali di questo microrganismo.  
Il protocollo d’isolamento da noi ottimizzato, basato sul metodo della membrana 
filtrante originariamente descritto da Steele e McDermott (1984), è risultato molto 
sensibile ed adatto per definire la prevalenza di H. pullorum nelle specie avicole 
permettendo di ottenere un numero molto elevato di isolati (306). In modo particolare, il 
differente tasso d’isolamento da noi rilevato (83,6%), rispetto a quello descritto da 
Ceelen et al. (2006c) (14%), è probabilmente da riferire all’utilizzo, nel nostro caso, di 
un filtro da 0,65 µm invece di quello da 0,45 µm, di microaerofilia con idrogeno anche 
durante la fase di filtraggio e di processazione di campioni freschi.  
I dati di profilo proteico eseguito su un numero significativo di isolati ha permesso di 
validare, nell’ambito di un approccio polifasico, il protocollo d’identificazione 
genotipica proposto da Fox et al. (2000) ed impiegato in questa indagine per la 
valutazione della prevalenza di H. pullorum.  
Sebbene l’applicazione dell’analisi computazione dei profili proteici non sia stata in 
grado di differenziare H. pullorum da H. canadensis questi due batteri, molto simili sia 
dal punto di vista fenotipico che genotipico, sono stati distinti facilmente mediante 
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l’analisi visuale confermando l’utilità di questo metodo nel classificare ed identificare le 
diverse specie del genere Helicobacter (Vandamme et al., 1991).  
Per quanto riguarda la caratterizzazione biochimica degli isolati, i risultati da noi 
ottenuti sono sovrapponibili a quelli presentati da On et al. (1995) e da Atabay et al. 
(1998), fatta eccezione per le prove di crescita in assenza d’idrogeno.  
Atabay et al. (1998) osservarono che nessuno dei 18 ceppi di H. pullorum isolati da 
pollo da loro studiati era in grado di crescere in condizioni di microaerofilia non 
arricchita con idrogeno. Diversamente, in questo studio l’analisi di un cospicuo numero 
d’isolati ha permesso di evidenziare come alcuni ceppi possano crescere in queste 
condizioni. Questi dati indicano che H. pullorum non è strettamente dipendente dalla 
presenza di alte concentrazioni di idrogeno e che in alcuni casi è possibile isolarlo anche 
in condizioni normalmente impiegate per la ricerca di C. jejuni o C. coli, come già 
osservato da Steinbrueckner et al. (1997) su ceppi isolati dall’uomo.  
L’utilizzo di un’atmosfera arricchita d’idrogeno rimane comunque fondamentale per 
poter definire la corretta prevalenza di H. pullorum sia negli animali che nell’uomo in 
quanto la maggior parte dei ceppi finora analizzati è in grado di crescere solo in queste 
condizioni. 
La tipizzazione genotipica ha permesso di confermare in parte i dati presentati da 
Gibson et al. (1999) e da Ceelen et al. (2006c). Questa specie presenta un elevato livello 
di variabilità intraspecifica con scarso andamento clonale, anche se è stato possibile 
osservare, diversamente da quanto rilevato da altri autori, che alcuni cloni sono 
distribuiti su più allevamenti. 
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3.1 Introduzione 
 
Le segnalazioni relative all’isolamento di H. pullorum dall’uomo risultano 
oggigiorno poco numerose e sempre associate a forme di patologia gastroenterica. Nella 
tabella 1 sono riportati i 21 casi segnalati in letteratura internazionale dal 1994 al 2005. 
 
Tabella 1. Elenco dei 21 casi riportati in letteratura internazionale relativi all’associazione di H. 
pullorum con quadri di gastroenterite nell’uomo. 
 
Numero 
casi Stato clinico 
Origine 
geografica Referenza 
1 Gastroenterite ed epatite Svizzera Burnens et al., 1994 
2 Gastroenterite-paziente positivo HIV Svizzera Burnens et al., 1994 
3 Gastroenterite-concomitante infezione 
con Campylobacter jejuni Svizzera Burnens et al., 1994 
4 Diarrea-paziente con immunodeficienza Germania Steinbrueckner et al., 1997 
5 Gastroenterite Germania Steinbrueckner et al., 1997 
6 Gastroenteritea Canada Melito et al., 2000 
7 Gastroenteritea Canada Melito et al., 2000 
8 Gastroenteritea Canada Melito et al., 2000 
9 Gastroenteritea Canada Melito et al., 2000 
10 Gastroenteritea Canada Melito et al., 2000 
11 Gastroenteritea Canada Melito et al., 2000 
12 Gastroenteritea Canada Melito et al., 2000 
13 Gastroenteritea Canada Melito et al., 2000 
14 Gastroenteritea Canada Melito et al., 2000 
15 Gastroenteritea Canada Melito et al., 2000 
16 Gastroenteritea Canada Melito et al., 2000 
17 Gastroenteriteb Olanda Kuijper et al., 2003 
18 Gastroenteriteb Olanda Kuijper et al., 2003 
19 Gastroenteritec Francia InVS, 2005d 
20 Gastroenteritec Francia InVS, 2005 d 
21 Gastroenterite Belgio Ceelen et al., 2005a 
a: isolamento avvenuto nel periodo 1993-1999 
b: isolamento avvenuto nel periodo 1995-2001 
c: isolamento avvenuto nel periodo 2004-2005 
d: dati disponibili in http://www.invs.sante.fr/surveillance/index.htm 
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L’unico studio eseguito per definire la prevalenza di H. pullorum nell’uomo sia su 
pazienti sani sia su soggetti con forme gastroenteriche, è stato condotto in Belgio nel 
2005 (Ceelen et al., 2005a). In questa indagine gli autori verificarono, mediante PCR 
(Stanley et al. 1994), una positività per H. pullorum pari a circa il 4% sia nei soggetti 
sani che in quelli affetti da gastroenterite, ma riuscirono ad isolare H. pullorum soltanto 
da un individuo malato. I dati presentati nello studio di Ceelen et al. (2005a), sulla base 
dei risultati ottenuti mediante una PCR non specifica per H. pullorum, metterebbero in 
discussione il ruolo eziologico di questa specie nelle forme di gastroenterite nell’uomo, 
anche se la mancanza di un numero sufficiente di ceppi umani non permette ancora di 
escluderlo totalmente. Infatti, secondo diversi autori il numero limitato di segnalazioni 
di H. pullorum nell’uomo è da ricondurre essenzialmente alle difficoltà legate 
all’isolamento ed alla corretta identificazione di questo microrganismo (Steinbrueckner 
et al., 1997; Gibson et al., 1999; Melito et al., 2000).  
Attualmente, la considerazione di questa specie quale patogeno emergente 
trasmissibile con gli alimenti si basa solo su alcune analogie riscontrate con 
Campylobacter jejuni, per il quale è ormai appurato il ruolo nella patologia 
gastroenterica nell’uomo associato al consumo di carne di pollame. Non esiste ad oggi 
un dato sperimentale che dimostri il passaggio di H. pullorum da animale, ed in modo 
particolare da pollo o altre specie avicole, all’uomo e viceversa. Rimane quindi aperta la 
questione del ruolo di questi animali come potenziali sorgenti d’infezione per l’uomo.  
In questo capitolo sono riportate le attività di ricerca condotte al fine di isolare ceppi 
di H. pullorum dall’uomo da sottoporre in seguito a genotipizzazione per valutare le 
eventuali relazioni genetiche tra ceppi umani ed animali. 
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3.2 Materiali e Metodi 
 
Campionamento 
Da Settembre 2006 a Novembre 2007 sono stati raccolti presso il Laboratorio di 
Microbiologia dell’Ospedale Sant’Orsala-Malpighi di Bologna 151 campioni di feci da 
pazienti ospedalizzati affetti da patologia gastroenterica. I diversi campioni sono stati 
selezionati sulla base dei seguenti criteri: il paziente non doveva aver assunto antibiotici 
da almeno due mesi prima del prelievo; l’intervallo di tempo tra la raccolta del 
campione ed il suo congelamento non doveva superare le 2 ore.  
Sono stati campionati 59 pazienti di età inferiore ai 15 anni, 52 di età compresa tra i 
15 e i 60 anni e 40 di età superiore ai 60 anni.  
Tutti i campioni sono stati raccolti e conservati in attesa di essere processati 
seguendo un medesimo protocollo. Circa un 1 g di feci, entro due ore dalla raccolta, era 
omogeneizzato in 1 mL di un diluente crioprotettore sterile così formulato: 250 µl di 
Bacto-Brain Heart Infusion (BD) 750 µl di siero equino inattivato e 0,75 g di glucosio 
(Sigma). Il campione era poi immediatamente congelato a -80°C per un periodo non 
superiore ai due mesi. Il trasporto dei campioni dall’ospedale al nostro laboratorio 
avveniva in azoto liquido al fine di mantenerlo ad una temperatura ≤80°C.  
I campioni da noi processati erano parallelamente sottoposti dal personale del 
laboratorio ospedaliero alle indagini routinarie finalizzate alla ricerca di agenti batterici 
e virali possibili responsabili di gastroenterite nell’uomo.  
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Isolamento di batteri spirillari Gram negativi microaerofili 
Dopo scongelamento rapido, tutti i campioni erano processati secondo il protocollo 
“Isolamento di H. pullorum mediante l’impiego di membrana filtrante” (punto 1.5 del 
Capitolo 1) e mediante semina diretta su terreno selettivo mCCDA (cefoperazone 32 µg 
mL-1). Al fine di aumentare la sensibilità della tecnica ciascun campione era processato 
in doppio. A differenza di quanto effettuato per i campioni di pollo e tacchino, tutte le 
colonie riferibili a microrganismi Gram negativi spirillari microaerofili erano clonate e 
sottoposte ad identificazione. 
 
Identificazione  
Tutti gli isolati sono stati sottoposti a due protocolli di PCR specifici rispettivamente 
per il genere Helicobacter (Bohr et al. 2002) ed il genere Campylobacter (Linton et al. 
1996). L’estrazione del DNA e l’esecuzione della PCR sono state eseguite utilizzando il 
Kit REDExtract-N-Amp Tissue PCR (Sigma). 
 
3.3 Risultati 
 
Tutti i 151 campioni analizzati sono risultati negativi all’isolamento di Helicobacter 
spp. Otto campioni sono risultati positivi all’isolamento di Campylobacter spp.; di 
questi, quattro presentavano un numero clinicamente significativo di colonie 
riconducibili a C. jejuni, mentre dagli altri 4 sono stati isolati Campylobacter non 
termofili in quantità molto esigua. L’identificazione di C. jejuni è stata eseguita 
mediante l’impiego di una Multiplex PCR (Linton et al., 1996).  
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3.4 Discussione 
 
In questa prima indagine, pur utilizzando un protocollo d’isolamento più sensibile 
rispetto a quella impiegato da Ceelen et al. (2005a) grazie all’impiego di membrane 
filtranti con porosità maggiore e di un terreno selettivo, non è stato possibile ottenere 
nessun isolato di H. pullorum da feci umane.  
Sulla base degli studi presentati nel primo capitolo della presente tesi, la sensibilità 
della tecnica da noi impiegata permetteva di isolare H. pullorum quando presente a 
concentrazioni ≥ 103 UFC/grammo. In futuro un protocollo di PCR Real-Time in grado 
di rilevare e quantificare la presenza di H. pullorum dalle feci umane, potrebbe essere 
impiegato per selezionare i campioni positivi con concentrazioni di H. pullorum tali da 
permetterne l’isolamento. Questo approccio permetterebbe di ottenere dati di prevalenza 
di H. pullorum nell’uomo e di aumentare notevolmente la possibilità di isolarlo grazie 
allo screening di un numero molto elevato di campioni.  
Oltre ai pazienti affetti da gastroenterite sarà opportuno estendere il campionamento 
anche a soggetti a rischio d’infezione quali operatori del settore avicolo ed, in 
particolare, allevatori, veterinari e personale operante presso i macelli. 
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4.1 Introduzione 
 
Nell’ambito del grave problema dell’antibiotico-resistenza, la comunità scientifica 
sta discutendo da molti anni sull’impatto negativo in sanità pubblica derivante 
dall’impiego anche in medicina veterinaria di antibiotici registrati per l’uomo 
(Collignon 2005; US Food and Drug Administration, 2005: 
http://www.fda.gov/oc/antimicrobial/baytril.pdf).  
Un esempio eclatante è rappresentato dai fluorochinoloni, i quali sono normalmente 
usati sia nella pratica medica sia in veterinaria. L’impiego di questi antibiotici in ambito 
veterinario risale al 1993 in Danimarca e al 1994 negli USA; questi antibiotici hanno 
trovato largo impiego in particolare nel settore avicolo. L’agenzia americana US Food 
and Drug Administration nel 2005 (http://www.fda.gov/oc/antimicrobial/baytril.pdf) ha 
denunciato che, negli USA, come conseguenza all’introduzione dei fluorochinoloni 
nella pratica veterinaria, la percentuale d’isolati umani di Campylobacter jejuni 
resistenti a questi antibiotici, sia passata in sette anni da una prevalenza del 1% ad un 
valore del 10% (Luber et al., 2003). La registrazione di questo fenomeno ha portato le 
autorità sanitarie americane a vietare l’uso dei fluorochinoloni in ambito avicolo a 
partire da Settembre 2005. 
Sebbene il ruolo zoonosico di H. pullorum non sia ancora stato chiarito, dal momento 
che la sua prevalenza negli allevamenti avicoli si è dimostrata particolarmente elevata, 
abbiamo ritenuto opportuno provvedere ad aumentare le conoscenze sull’andamento 
dell’antibiotico resistenza in questa specie. Gli unici dati relativi all’antibiotico-
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resistenza di H. pullorum sono quelli descritti da Ceelen et al. (2005b). Questi autori 
hanno concentrato la loro indagine su ceppi provenienti solo da 3 allevamenti di broiler.  
Tra i diversi antibiotici testati particolare interesse è stato rivolto ai fluorochinoloni 
per i quali, vista l’importanza in terapia umana, è stato deciso di definirne i meccanismi 
molecolari alla base della resistenza in H. pullorum.  
I fluorochinoloni agiscono inibendo le DNA topoisomerasi di tipo II: DNA girasi e 
Topoisomerasi IV. Questi enzimi regolano la superspiralizzazione negativa del DNA 
batterico e attenuano le tensioni topologiche durante le fasi di trascrizione e replicazione 
batterica (Drlica e Zhao, 1997). Mutazioni puntiformi che sono in grado di modificare 
questi enzimi conferiscono resistenza. In modo particolare, sostituzioni aminoacidiche 
nella così detta “Quinolone Resistant Determining Region” (QRDR) delle subunità 
GyrA e GyrB di DNA girasi e ParC e ParE di Topoisomerasi IV rappresentano il 
principale meccanismo molecolare (Chen e Lo, 2002).  
Il sequenziamento del genoma di H. pylori (Tomb et al., 1997), H. hepaticus 
(Suerbaum et al., 2003), C. jejuni (Miller et al., 2007) e Arcobacter  butzleri (Gundogdu 
et al., 2007) ha rivelato l’assenza in questi batteri dei geni parC e parE di 
Topoisomerasi IV. Negli Epsilonproteobatteri l’unico sito bersaglio riconosciuto per i 
fluorochinoloni risulta essere quindi la DNA girasi.  
L’evento centrale nell’interazione tra i chinoloni e la girasi è la formazione di un 
complesso tra il farmaco-enzima-DNA in grado di inibire la trascrizione e 
conseguentemente la replicazione batterica (Drlica e Zhao, 1997).  
Nella DNA girasi, la regione QRDR è situata in corrispondenza del sito attivo (Tyr-
122 in Escherichia coli) nella porzione N-terminale del gene gyrA (compresa tra 
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l’aminoacido 51 e 106 in E. coli) e codifica per la parte di proteina coinvolta nel legame 
con il DNA (Chen e Lo, 2002). Le principali mutazioni per sostituzione implicate nella 
resistenza ai fluorochinoloni avvengono in questa porzione di gyrA e solo raramente 
coinvolgono la subunità B codificata dal gene gyrB. Queste mutazioni compaiono in 
corrispondenza dei codoni 83 e 87 in E. coli (Chen e Lo, 2002), che corrispondono ai 
codoni 87 e 91 in H. pylori, 86 e 90 in C. jejuni e 85 e 89 in A. butzleri. Mutazioni per 
sostituzione in questi siti sono stati associati in tutti gli Epsilonproteobatteri ad un alto 
livello di resistenza verso i fluorochinoloni (Piddock et al., 2003; Abdelbaqi et al., 
2007; Cattoir et al., 2007).  
Non essendo disponibile la sequenza del gene gyrA di H. pullorum per verificare se 
le resistenze verso i fluorochinoloni fossero legate a mutazioni della QRDR di questo 
gene anche in questa specie, è stato necessario provvedere prima di tutto all’isolamento 
del gene, quindi all’individuazione della QRDR e infine al confronto delle sequenze di 
questa porzione di gyrA in isolati risultati resistenti e sensibili. 
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4.2 Materiali e metodi 
 
Ceppi batterici e modalità di estrazione del DNA. 
La determinazione delle Concentrazioni Minime Inibenti (CMI) è stata eseguita per 
tutti i 74 isolati di H. pullorum, uno per ogni allevamento positivo (gli stessi isolati 
sottoposti allo studio del profilo proteico in 1D SDS PAGE). Inoltre sono stai impiegati 
i seguenti ceppi di referenza: H. pullorum CIP104787T, Campylobacter jejuni ATCC 
33560, Staphylococcus aureus ATCC 29213, Escherichia coli ATCC 25922. 
Sulla base dei diversi profili di resistenza alla ciprofloxacina e all’acido nalidixico, il 
ceppo tipo H. pullorum CIP 104787T, 9 ceppi isolati da pollo e 9 isolati da tacchino 
sono stati selezionati per valutare i meccanismi molecolari legati alla resistenza ai 
fluorochinoloni. In tabella 3 sono elencati i ceppi selezionati ed i relativi profili di 
resistenza per ciprofloxacina ed acido nalidixico.  
Il DNA cromosomiale dei batteri in esame è stato estratto utilizzando DNA tissue 
mini kit (Qiagen) seguendo le indicazioni della casa costruttrice. 
 
Molecole antibiotiche testate 
È stata saggiata l’attività in vitro dei seguenti agenti antibatterici: ampicillina, 
cloramfenicolo, tetraciclina, eritromicina, gentamicina, ciprofloxacina e acido 
nalidixico. Tutti gli antibiotici sono stati acquistati presso Sigma-Aldrich S.r.l. tranne 
ciprofloxacina acquistata presso Bayer S.p.a. Per ogni ceppo batterico sono state 
saggiate 14 concentrazioni di antibiotico il cui range variava da 128 a 0.015 µg⋅mL-1.  
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Determinazione delle Concentrazioni Minime Inibenti (CMI) 
La determinazione delle CMI dei ceppi di H. pullorum è stata eseguita mediante il 
metodo delle diluizioni in agar, riportato al punto 3.2.8 “Campylobacter jejuni and 
Related Species” nel documento del National Committee for Clinical Laboratory 
Standard (NCCLS), M31-A2 (NCCLS, 2002). 
Il protocollo è stato modificato come indicato in nota. In breve, partendo da una 
coltura di 48 ore per ogni ceppo da analizzare è stata allestita una sospensione con 
torbidità equivalente al valore 0.5 della scala McFarland che era in seguito diluita 1:10 
(~ 1-4·107 UFCmL-1). L’inoculazione è stata eseguita seminando sulle piastre a diversa 
concentrazione di antibiotico a spot (0,5-0,7 mm di diametro) 2 µl della sospensione 
batterica di ogni singolo isolato. Ogni isolato è stato seminato in doppio. Le piastre sono 
state incubate a 37 ± 1°C per 72 ore in microaerofilia arricchita d’idrogeno. I ceppi 
batterici testati sono stati processati evitando una loro esposizione alle concentrazioni 
atmosferiche d’ossigeno per un tempo superiore ai 20 minuti 
Il valore di CMI è stato considerato come la più bassa concentrazione di un agente 
antimicrobico in grado di inibire completamente la crescita del batterio in esame.  
C. jejuni ATCC 33560 è stato utilizzato come ceppo di controllo per tetraciclina, 
gentamicina, acido nalidixico, ciprofloxacina e cloramfenicolo.  
Diversamente, le stock solution di eritromicina e ampicillina per i quali non erano 
disponibili limiti di accettabilità per C. jejuni ATCC 33560, sono state testate 
preliminarmente con i ceppi di referenza S. aureus ATCC 29213 ed E. coli ATCC 
25922 seguendo le indicazioni del documento NCCLS M100-S14 (NCCLS, 2004).  
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Per la definizione delle resistenze sono stati utilizzati i seguenti breakpoint, sulla 
base delle indicazioni per l’uomo (NCCLS, 2004): 
· cloramfenicolo ≥32 µg⋅mL-1,  
· gentamicina ≥16 µg⋅mL-1,  
· ciprofloxacina ≥4 µg⋅mL-1,  
· acido nalidixico ≥32 µg⋅mL-1,  
· ampicillina ≥32 µg⋅mL-1,  
· tetraciclina ≥16 µg⋅mL-1  
· eritromicina ≥8 µg⋅mL-1. 
 
Note: Modifiche apportate al protocollo delle diluizioni in agar descritto per C. 
jejuni e microrganismi correlati (NCCLS M31 A2, 2002)  
 
Le modifiche apportate al protocollo hanno riguardato: (i) il terreno base; (ii) 
l’atmosfera impiegata; (iii) i tempi di lettura della prova.  
Relativamente al terreno base il Muller Hinton agar 5% sangue ovino (MH) è stato 
sostituito con il Nutrient Broth N°2 (Oxoid) agarizzato 5% sangue ovino (NA). La 
necessità di sostituire il MH si è resa necessaria in quanto su questo terreno il 70% dei 
ceppi di campo e il ceppo tipo H. pullorum CIP 104787T non erano in grado di crescere. 
La scelta NA è stata effettuata dopo aver valutato attentamente la produttività di questo 
terreno ed aver verificato che i componenti del terreno non interferissero con l’attività 
dell’antibiotico. 
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Per quanto riguarda l’atmosfera microaerofila, è stato deciso di utilizzare quella 
arrichita d’idrogeno, in quanto non tutti gli isolati crescevano in assenza di questo 
elemento, e i tempi di lettura sono stati prolungati da 48 ore a 72 ore in relazione ai 
tempi di crescita degli isolati di H. pullorum sul terreno privo di antibiotico. 
 
Clonaggio e sequenziamento del gene gyrA di H. pullorum CIP 104787T 
Allo scopo di amplificare la regione QRDR del gene gyrA di H. pullorum CIP 
104787T sono stati disegnati dei primer degenerati (tabella 1) selezionati sulla base 
dell’allineamento nucleotidico delle sequenze di regioni conservate di GyrA di H. 
hepaticus ATCC 51449, H. pylori J99 e C. jejuni NCTC 11168 (numero di accesso 
GeneBank AE017125, AE001439 e AL111168 rispettivamente).  
La PCR degenerata è stata eseguita su un volume di reazione di 50 µl contenente 100 
ng di DNA templato, 1X HotMaster Taq Buffer (Eppendorf), 0,1 mgml-1 di Bovine 
Serum Albumina (BSA, Fermentas), 200 µM di ogni deossinucleodide trifosfato 
(Eppendorf), 2 µM di ogni primer (dHpgyrAF e dHpgyrAR), 2 U di HotMaster Taq 
DNA polymerase (Eppendorf ).  
Il protocollo di amplificazione utilizzato è stato il seguente: 94°C per 3 min seguito 
da 5 cicli a 94°C per 1 min, 30°C per 1 min, 72°C per 1 min; 5 cicli  a 94°C per 1 min, 
35°C per 1 min, 72°C per 1 min; 20 cicli a 94°C per 1 min, 40°C per 1 min, 72°C per 1 
min, e con un estensione finale di 72°C per 10 min. 
Il prodotto della PCR ottenuto da H. pullorum CIP 104787T è stato quindi clonato in 
pCR®-4-TOPO® plasmid vector utilizzando TOPO-TA cloning kit (Invitrogen), 
seguendo le istruzioni della casa costruttrice. Il DNA plasmidico è stato poi isolato e 
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purificato mediante Quantum prep® Plasmid Miniprep Kit® (Bio-Rad Laboratories) ed è 
stato sequenziato da Primm S.r.l. (Milano) in entrambe le direzioni utilizzando i primer 
universali M13.  
La sequenza  nucleotidica così ottenuta è stata tradotta e la sequenza aminoacidica 
dedotta è stata confrontata con le sequenze aminoacidiche di GryA di altri batteri 
depositate nei Database internazionali (GenBank-http://www.ncbi.nlm.nih.gov).  
La porzione del gene gyrA di H. pullorum CIP 104787T  “a monte” (upstream) e “a 
valle” (downstream) della regione nota di QRDR, precedentemente sequenziata, è stata 
ottenuta mediante cassette ligation—mediated PCR (Okuda et al., 1999) utilizzando 
Long and Accurate (LA) PCR in vitro cloning kit (Takara) e successivo sequenziamento.  
In breve, l’intero DNA cromosomiale di H. pullorum CIP 104787T  è stato digerito 
mediante PstI e EcoRI (Fermentas) ottenendo, in questo modo, frammenti di diverse  
dimensioni.  
Gli enzimi di restrizione sono stati selezionati sulla base della sequenza nota di 
QRDR in modo da garantire che non riconoscessero siti di restrizione specifici 
all’interno di questa regione.  
Successivamente, si è proceduto a legare alle estremità di ciascun frammento 
“cassette geniche” contenenti sequenze complementari ai primers C1 e C2 forniti dalla 
casa produttrice (Takara).  
Tutti i frammenti di DNA cromosomiale avevano, a questo punto, estremità sia 5’ 
terminale che 3’ terminale, tutte uguali tra loro ed a sequenza nota.  
Il DNA così ottenuto è stato utilizzato come templato per una nested LA PCR 
(Takara) utilizzando le seguenti coppie di primer: C1- HpgyrA521R e C2 – 
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HpgyrA424R per amplificare la regione upstream a QRDR; C1- HpgyrA24F e C2 – 
HpgyrA74F per amplificare la regione downstream a QRDR.  
Gli amplificati così ottenuti sono stati sequenziati da Primm S.r.l. (Milano) mediante 
strategia primer walking. Le fasi principali della cassette ligation—mediated PCR sono 
schematizzati in figura 1. 
 
        
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1. Schema riassuntivo delle diverse fasi della cassette ligation—mediated PCR utilizzata per 
ottenere la sequenza completa del gene gyrA di H. pullorum CIP 104787T. C1 e C2 sono i primer 
complementari alle “cassette geniche” inserite nel frammento di DNA ottenuto mediante restrizione con 
PstI o EcoRI; HpgyrA521R e HpgyrA424R sono i primer utilizzati per amplificare la regione upstream a 
QRDR; HpgyrA24F e HpgyrA74F sono i primer utilizzati per amplificare la regione downstream a 
QRDR. 
 
 
cassetta cassetta 
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Tabella 1. Primers utilizzati in questo studio 
PRIMER SEQUENZE (5’ to 3’) DIMENSIONI DELL’AMPLIFICATO (bp) 
dHpgyrAF CCTGTKCATAGRMGWATYTT 545 
dHpgyrAR TARATDATYCCACCWGTWGG  
HpgyrA24F TGCAATGTATGAGCTTGGT 498 
HpgyrA521R TCTGGACCTTCAACAAATTG  
HpgyrA74F CAAGAATCGTGGGTGATG 351 
HpgyrA424R GTGGAATATTTGTCGCCA  
 
 
Amplificazione mediante PCR della QRDR dei ceppi di H. pullorum isolati da polli e 
tacchini  
Le QRDR di gyrA dei diciotto isolati di H. pullorum da pollo e da tacchino sono state 
amplificate utilizzando la coppia di primer specifici HpgyrA24F-HpgyrA521R (tabella 
1). La PCR è stata eseguita su un volume di reazione di 50 µl contenente 100 ng di 
DNA templato, 1X HotMaster Taq Buffer (Eppendorf), 0,1 mgml-1 di BSA (Fermentas), 
200 µM di ogni deossinucleodide trifosfato (Eppendorf), 0,5 µM di ogni primer, 2.5 U 
di HotMaster Taq DNA polymerase (Eppendorf ).  
Il protocollo di amplificazione utilizzato è stato il seguente: 94°C per 3 min seguito 
da 30 cicli a 94°C per 1 min, 50°C per 1 min, 72°C per 1 min e con un estensione finale 
di 72°C per 10 min.  
Gli amplificati sono stati sequenziati da Primm S.r.l. (Milano) in entrambe le 
direzioni utilizzando gli stessi primer della PCR.  
Le sequenze così ottenute sono state comparate mediante allineamento multiplo con 
la sequenza di QRDR di gyrA di H. pullorum CIP 104787T .  
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Trasformazione di H. pullorum 
Allo scopo di dimostrare se la mutazione osservata nei ceppi resistenti di H. 
pullorum fosse realmente in grado di conferire resistenza verso i fluorochinoloni, il 
ceppo H. pullorum CIP 104787T, sensibile alla ciprofloxacina, è stato sottoposto ad un 
protocollo di trasformazione come descritto da Moore et al. (1995).  
Viene di seguito descritto in breve il protocollo di trasformazione utilizzato.  
Il ceppo H. pullorum CIP 104787T, sensibile alla ciprofloxacina, sottoposto alla 
trasformazione, verrà definito “ceppo ricevente”; mentre i ceppi di campo di H. 
pullorum HP2, HP3 e HP7, resistenti sia alla ciprofloxacina che all’acido nalidixico, 
saranno definiti “ceppi donatori”.  
Il ceppo ricevente è stato seminato su Difco-Brucella Agar (BD) 5% sangue ovino, 
incubato in microaerofilia con idrogeno per 48 ore. Il ceppo è stato poi subcoltivato su 
una nuova piastra in quattro aree di circa 1 cm2 e incubato nuovamente nelle stesse 
condizioni per una notte. Al termine dell’incubazione, 10 µl di una soluzione contenente 
10 ng dell’amplificato della QRDR di ciascun ceppo donatore sono stati applicati su 
ciascuna area di semina di 1 cm2. Parallelamente come controllo negativo su un'altra 
area di semina sono stati applicati 10 µl di H2O ultrapura-HPLC (Sigma) sterile. 
Successivamente la piastra è stata reincubata per altre 24 ore. Al termine 
dell’incubazione è stata eseguita una conta in parallelo su Difco-Brucella Agar 5% 
sangue ovino addizionato o meno di 4 µg/ml di ciprofloxacina sia del ceppo sottoposto a 
trasformazione che del controllo negativo.  
La frequenza di mutazione è stata valutata calcolando il rapporto tra il numero di 
colonie ottenute sul terreno contenente ciprofloxacina ed il numero di colonie nel 
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terreno senza ciprofloxacina. La frequenza di mutazione spontanea attesa per il 
controllo negativo doveva risultare di almeno 2log più bassa di quella osservata per il 
ceppo ricevente trasformato.  
Per verificare l’avvenuta trasformazione, la QRDR di gyrA del ceppo ricevente 
trasformato è stata sequenziata come descritto precedentemente. 
 
Analisi delle sequenze  
Le sequenze di gyrA di H. pullorum sono state analizzate mediante: BLASTn e 
BLASTp (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) per la ricerca di omologie in 
GenBank; MEGA3 (www.megasoftware.net) per la traduzione delle sequenze 
nucleotidiche in sequenze aminoacide e per l’allineamento multiplo mediante 
CLUSTALW; ORF finder (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf) per la 
determinazione dell’Open Reading Frame; BPPROM (http://www.softberry.com) per 
la valutazione dei ipotetici promotori batterici del gene gyrA.  
 
4.3 Risultati 
 
Antibiotico resistenza in H. pullorum 
Nella tabella 2 sono illustrate le distribuzioni dei valori di CMI dei sette antibiotici 
testati per i 74 isolati di H. pullorum di campo e il ceppo H. pullorum CIP 104787T.  
Una distribuzione monomodale dei valori di CMI è stata osservata per ampicillina, 
cloramfenicolo, acido nalidixico e gentamicina.  
Diversamente una distribuzione multimodale è stata osservata per ciprofloxacina, 
tetraciclina ed eritromicina indicando per questi farmaci una resistenza acquisita. 
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Tabella 2. Distribuzioni dei valori di CMI per 74 ceppi di H. pullorum e del ceppo tipo H. pullorum CIP 104787T  
Antibiotici Numero di isolati di H. pullorum con CMI di µg⋅mL-1: 
 <0,015 0,015 0,03 0,06 0,12 0,25 0,5 1 2 4 8 16 32 64 128 >128 
ampicillina       3 9 17 27* 14 4 1    
cloramfenicolo        2 4 14* 35 19 1    
ciprofloxacina 3  1 2 14* 12 7 1    7 11 11 5 1 
acido nalidixico          2 13* 21 13 16 9 1 
tetraciclina     3 9* 14 14 15 9   1 3 6 1 
gentamicina    1 19 38* 17          
eritromicina 2    4 8 14* 5 8 3 3     28 
*: valore di CMI per H. pullorum CIP 104787T 
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I valori di CMI per ciprofloxacina si distribuiscono in tre picchi uno a < 0,015 
µg⋅mL-1, il secondo tra 0,03 e 1 µg⋅mL-1 e un terzo picco tra 16 e >128 µg⋅mL-1. 
Tetraciclina presenta due picchi uno che varia da 0,12 a 4 µg⋅mL-1 e un secondo che 
varia da 32 a >128 µg⋅mL-1. Infine, i valori di CMI per eritromicina si distribuiscono su 
tre picchi un a < 0,015 µg⋅mL-1, il secondo che varia tra 0,12 e 8 µg⋅mL-1 ed il terzo a 
>128 µg⋅mL-1.  
Gli isolati di H. pullorum da galline ovaiole presentano una distribuzione 
monomodale delle CMI per tutti gli anitibiotici testati. 
Secondo i breackpoint considerati, tutti gli isolati di H. pullorum testati sono risultati 
sensibili a gentamicina mentre il 52% sono risultati resistenti all’acido nalidixico, il 
46,7% alla ciprofloxacina, il 41,3% alla eritromicina, il 14,7% alla tetraciclina, il 1,3% 
all’ampicillina e al cloramfenicolo. 
 
Analisi della sequenza del gene gyrA di H. pullorum  
La PCR eseguita utilizzando i primers degenerati dHpgyrAF e dHpgyrAR ha 
permesso di amplificare da H. pullorum CIP 104787T un frammento di 545 bp. La 
sequenza aminoacidica dedotta di 181 aa del frammento amplificato ha presentato un 
identità del 78% e 86% quando comparata con un frammento analogo contenente 
QRDR di gyrA rispettivamente di H. hepaticus ATCC 51449 (Accession number 
AE017125) e H. pylori UC946 (Accession number L29481); un identità del 83% e 73% 
quando comparata con le sequenza di gyrA di W. succinogenes DSM 1740 (Accession 
number NC005090) e C. jejuni NCTC 11168 (Accession number AL111168).  
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Questi risultati confermano the il prodotto di PCR di 545 bp rappresenta una 
porzione del gene gyrA di H. pullorum e che questa porzione contiene la QRDR.  
L’analisi della sequenza del frammento di 545 bp ha permesso di disegnare due set 
specifici di primers (tabella 1): HpgyrA24F-HpgyrA521R e HpgyrA74F-HpgyrA424R. 
Questi primers sono stati successivamente utilizzati nella cassette-ligation mediated 
PCR che ha permesso di ottenere la sequenza completa del gene gyrA da H. pullorum 
CIP 104787T, presentato nella figura 2b.  
La sequenza di gyrA, di 2490 bp, presenta un ORF che codifica per 829 aminoacidi. 
A monte di questo ORF sono state individuate sequenze (figura 1a) probabilmente 
riferibili a putative ribosomal binding site (RBS) e al promotore batterico (Shine e 
Dalgarno, 1974). La sequenza aminoacidica di 829 aa di GryA di H. pullorum CIP 
104787T ha mostrato il 76% e il 73% di identità quando comparata rispettivamente con 
GyrA di H. hepaticus e H. pylori e del 83% e 68% rispetto a GyrA di W. succinogenes e 
C. jejuni.  
La sequenza aminoacidica della QRDR (figura 2a) di GyrA di H. pullorum, 
compresa tra il codone 68 e 108, è risultata identica a quella di H. hepaticus e di W. 
succinogenes e ha mostrato un identità del 98%, 83% e 80% nei confronti 
rispettivamente di QRDR di H. pylori, C. jejuni e E. coli.  
La sequenza totale di gyrA di H. pullorum CIP 104787T e la relativa sequenza di 
QRDR sono state depositate in GenBank con i seguenti numeri di accesso: DQ836338 e 
DQ675017 rispettivamente.  
. 
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Figura 2. Sequenza nucleotidica del gene gyrA di H. pullorum Cip 104787T (Accession number 
DQ836338): a) sequenza nucleotidica upstream al gene gyrA contenente il promotore e la regione 
RBS (ribosomal binding site); b) sequenza nucleotidica e sequenza aminoacidica dedotta del gene 
gyrA (2490 bp). Il codone di stop è stato evidenziato con un asterisco. La regione QRDR è stata 
evidenziata in grigio. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3. Alienamento delle sequenze aminoacidiche di QRDRs di GyrA di H. pullorum CIP 
104787T, H. hepaticus ATCC 51449, W. succinogenes DSM 1740, H. pylori UC946, C. jejuni 
NCTC 11168 e E. coli K12 (accession numbers DQ836338, AE017125, NC_005090, L29481, 
AL111168 and U00096 rispettivamente). Le sostituzioni aminoacidiche sono evidenziate in grigio. 
a)  
ATTAGCAAGAATAAAGTTAAATGAAAGTATAATTAAAAATTGTTAGCTCACACGATGAAGGGGATAA 
 
 
 
 
 
 
b) 
 
 
1         ATGTCTGATTTGTTAAACCAAGATATCCAAAATGTCAATATTGAAGATTCTATTAAAGAAAGCTATCTTGATTATTCAATGAGTGTTATAGTTGGACGCGCATTGCCAGATGCAAGAGAT 
1          M  S  D  L  L  N  Q  D  I  Q  N  V  N  I  E  D  S  I  K  E  S  Y  L  D  Y  S  M  S  V  I  V  G  R  A  L  P  D  A  R  D   
 
121       GGTCTAAAACCTGTGCATAGAAGAATTTTATATGCAATGTATGAGCTTGGTGTAACTTCAAAAGCTAAGTATAAAAAGTCTGCAAGAATCGTGGGTGATGTAATAGGTAAATATCACCCT 
41         G  L  K  P  V  H  R  R  I  L  Y  A  M  Y  E  L  G  V  T  S  K  A  K  Y  K  K  S  A  R  I  V  G  D  V  I  G  K  Y  H  P   
 
241       CACGGAGATACAGCTGTTTATGATGCACTTGTTAGAATGGCACAAGATTTTTCTATGCGTTTAGAGCTTGTTGATGGACAAGGAAACTTTGGTAGTATTGATGGAGATAGTGCTGCTGCT 
81         H  G  D  T  A  V  Y  D  A  L  V  R  M  A  Q  D  F  S  M  R  L  E  L  V  D  G  Q  G  N  F  G  S  I  D  G  D  S  A  A  A   
 
361       ATGCGTTATACAGAAGCCAAAATGACACAAGCGGCAGAAGAAGTTTTGAGAGATATTGATAAAGATACAGTAGATTTTCTCCCTAATTATGATGATACACTAAAAGAGCCAGATATTCTT 
121        M  R  Y  T  E  A  K  M  T  Q  A  A  E  E  V  L  R  D  I  D  K  D  T  V  D  F  L  P  N  Y  D  D  T  L  K  E  P  D  I  L   
 
481       CCAAGTCGTTTGCCAAATTTGCTTATTAATGGCTCTAATGGGATTGCTGTGGGTATGGCGACAAATATTCCACCCCACAGAGTAGATGAAATTATTGATGCTTTGGTGTATTTGATTGAT 
161        P  S  R  L  P  N  L  L  I  N  G  S  N  G  I  A  V  G  M  A  T  N  I  P  P  H  R  V  D  E  I  I  D  A  L  V  Y  L  I  D   
 
601       AATCCCAAAGCAGAATTAAACGAAATTTTGCAATTTGTTGAAGGTCCAGATTTTCCAACAGGTGGTATTATCTATGGTAAAAATGGAATAAGAGAGGCTTATGAAACAGGGAGAGGGCGC 
201        N  P  K  A  E  L  N  E  I  L  Q  F  V  E  G  P  D  F  P  T  G  G  I  I  Y  G  K  N  G  I  R  E  A  Y  E  T  G  R  G  R   
 
721       ATTAAAGTCCGTGCCAAAACACATATTGAAAAAACCAAAACAAAAGATATTATTGTAATTGATGAGATTCCCTATCAGGTCAATAAAGCAAGACTTGTAGAGCAAATTGCTGAATTAGCC 
241        I  K  V  R  A  K  T  H  I  E  K  T  K  T  K  D  I  I  V  I  D  E  I  P  Y  Q  V  N  K  A  R  L  V  E  Q  I  A  E  L  A   
 
841       AAAGAGAAGGTTATTGAAGGCATTTCTGAAGTGCGTGATGAATCCGATAGAGAGGGGATTAGAGTTGTTATTGAGCTAAAACGAGAGGCAATGAGCGAGATTGTGCTTAATCACCTTTTT 
281        K  E  K  V  I  E  G  I  S  E  V  R  D  E  S  D  R  E  G  I  R  V  V  I  E  L  K  R  E  A  M  S  E  I  V  L  N  H  L  F   
 
961       AAATCAACCCCTATGGAAAGTACTTTTGGTATTATTTTGCTTGCAATTTATAACAAAGAGCCAAAAATATTTACACTTTTGGAGTTGTTGGGATTATTTATTTCTCATCGCAAAAGCGTA 
321        K  S  T  P  M  E  S  T  F  G  I  I  L  L  A  I  Y  N  K  E  P  K  I  F  T  L  L  E  L  L  G  L  F  I  S  H  R  K  S  V   
 
1081      GTAATAAGACGCACAATTTTTGAATTAGAAAAAGCTAAGGCTAGAGCGCATATTTTGGAGGGATTAAGAATAGCCTTAGAAAATATTGATGAAATTGTTTCTTTGATACGCTCAAGTAGC 
361        V  I  R  R  T  I  F  E  L  E  K  A  K  A  R  A  H  I  L  E  G  L  R  I  A  L  E  N  I  D  E  I  V  S  L  I  R  S  S  S   
 
1201      GATCCAAAGGTAGCCAAAGAAGGCTTAATTTCTCAATTTAATCTAAGTGAAATCCAAGCACAAGCAATTTTAGATATGCGATTGCAAAGATTGACAGGTTTGGAGAGAGAAAAAATCGAA 
401        D  P  K  V  A  K  E  G  L  I  S  Q  F  N  L  S  E  I  Q  A  Q  A  I  L  D  M  R  L  Q  R  L  T  G  L  E  R  E  K  I  E   
 
1321      AATGAATACCAAGAATTACTCAAAGAAATTGAATATTTAAATTCAATTCTAAGAAGCGAGGATTTGCTTAATAAAATCATCAAAGAAGAATTATTAGAAGTCAAAGAAAAGTTTAGCACA 
441        N  E  Y  Q  E  L  L  K  E  I  E  Y  L  N  S  I  L  R  S  E  D  L  L  N  K  I  I  K  E  E  L  L  E  V  K  E  K  F  S  T   
 
1441      AAACGACTGACTGCTATTGAAGAAGATTATGAAAGCATTGATATGGAAGATTTGATTCCTAATGAAGCGGTAGTTGTAACAATGAGTCATCGTGGATATGTAAAGAGAGTGCCGGTTCGA 
481        K  R  L  T  A  I  E  E  D  Y  E  S  I  D  M  E  D  L  I  P  N  E  A  V  V  V  T  M  S  H  R  G  Y  V  K  R  V  P  V  R   
 
1561      ACCTATGAAAAACAAAATAGGGGAGGCAAAGGAAAAATTTCTGCTAACACCCATGATGATGATTTTATAGAGAGCTTTTTTGTATCTGATACGCACGATACAATAATGTTTATCACTAAT 
521        T  Y  E  K  Q  N  R  G  G  K  G  K  I  S  A  N  T  H  D  D  D  F  I  E  S  F  F  V  S  D  T  H  D  T  I  M  F  I  T  N   
 
1681      AAAGGGCAATTGTATTGGTTGAAAGTTTATAAGATTCCAGAAGCTAGTCGCACAGCAATTGGGAAAGCTGTTGTGAATCTTATCAATCTAGCACCTGATGAAAAGATTATGGCAACCATC 
561        K  G  Q  L  Y  W  L  K  V  Y  K  I  P  E  A  S  R  T  A  I  G  K  A  V  V  N  L  I  N  L  A  P  D  E  K  I  M  A  T  I   
 
1801      ACAACAAAAGATTTTAATGAGGATAAATCTATCGCGTTTTTCACCAAAAATGGTATTATCAAACGCACTAATTTAAGTGAATTTAAAAATATTAGAAGTGTTGGAGTTAGGGCAATTAAT 
601        T  T  K  D  F  N  E  D  K  S  I  A  F  F  T  K  N  G  I  I  K  R  T  N  L  S  E  F  K  N  I  R  S  V  G  V  R  A  I  N   
 
1921      TTAGATGAAAATGATGAGCTTGTAACTGCAAAAATCATTTCTCCAGCAATCCAGCAAATTTTGGTAGTAACTTATGAAGGTATGTGTGTAAGATTTAGCGTTGATAATGTGCGTGAGATT 
641        L  D  E  N  D  E  L  V  T  A  K  I  I  S  P  A  I  Q  Q  I  L  V  V  T  Y  E  G  M  C  V  R  F  S  V  D  N  V  R  E  I   
 
2041      GGTAGAGTGGCACGAGGGGTGACTGCTATTAAATTTAAAATACCAAAAGACTATGTAATTGGTGCAACAGTGGTTTCTAATGAAAATGAGGAAATTTTAAGCGTAAGTGAAAAAGGAATA 
681        G  R  V  A  R  G  V  T  A  I  K  F  K  I  P  K  D  Y  V  I  G  A  T  V  V  S  N  E  N  E  E  I  L  S  V  S  E  K  G  I   
 
2161      GGAAAACGCACAGAAATCAATGAATATAGAATCACAAATCGTGGTGGTAAGGGCGTTATTGCTATGAAGCTAACTAGCAAAACAGGAAAATTAGTTGGCGTAGTCAATGTAGATGAAAAT 
721        G  K  R  T  E  I  N  E  Y  R  I  T  N  R  G  G  K  G  V  I  A  M  K  L  T  S  K  T  G  K  L  V  G  V  V  N  V  D  E  N   
 
2281      ATGGATTTAATGGTGCTTACTTCTAGTGGAAAGATGATACGCGTAGATATGCAAACAATCCGCAAAGCAGGACGCGCTACAAGTGGAGTTATTATTGTTAATGTCGATGATGATAAGGTT 
761        M  D  L  M  V  L  T  S  S  G  K  M  I  R  V  D  M  Q  T  I  R  K  A  G  R  A  T  S  G  V  I  I  V  N  V  D  D  D  K  V   
 
2401      GTTTCTATAGCGAGGTGTCCAAAAGAGGAAAAAGAAGAAGAAGTAATCGAAGAAGAAAATGGTTTGTTAGATTTGAAAAATGAGGAATGA 
801        V  S  I  A  R  C  P  K  E  E  K  E  E  E  V  I  E  E  E  N  G  L  L  D  L  K  N  E  E  *   
 
 
 
-35 box 
 
-10 box 
 Putative 
Promoter 
 
RBS 
 
6 8 A R IV GD VI GK YH PH GD TA VY DA LV RM AQ DF SM RL EL VD GQ   H .  p ul lo ru m 
6 8 A R IV GD VI GK YH PH GD TA VY DA LV RM AQ DF SM RL EL VD GQ   H .  h ep at ic us  
7 0 A R IV GD VI GK YH PH GD TA VY DA LV RM AQ DF SM RL EL VD GQ   W .  s uc ci no ge ne s 
7 0 A R IV GA VI GR YH PH GD TA VY DA LV RM AQ DF SM RY PS IT GQ   C .  j ej un i 
7 1 A R IV GD VI GK YH PH GD NA VY DA LV RM AQ DF SM RL EL VD GQ   H .  p yl or i 
6 7 A R VV GD VI GK YH PH GD SA VY DT IV RM AQ PF SL RY ML VD GQ   E .  c ol i 
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Caratterizzazione di mutazioni in gyrA negli isolati di H. pullorum da pollo e da 
tacchino 
La caratterizzazione delle mutazioni nella QRDR del gene gyrA degli isolati di H. 
pullorum da pollo e da tacchino sono riportate nella tabella 3. La coppia di primer 
HpgyrA24F e HpgyrA521R sono risultati altamente specifici in quanto in grado di 
amplificare un segmento di 498 bp, contenente la QRDR del gene gyrA, da tutti gli 
isolati di campo di H. pullorum testati mentre nessun amplificato è stato ottenuto da 
Helicobacter canadensis CCUG 47163T. La sequenza aminoacidica della QRDR di tutti 
gli isolati sensibili alla ciprofloxacina, indipendentemente dalla loro sensibilità verso 
l’acido nalidixico è risultata identica a quella ottenuta da H. pullorum CIP 104787T  
Diversamente, tutti gli isolati resistenti alla ciprofloxacina hanno presentato una 
sostituzione ACA→ATA (Thr→Ile) a livello del codone 84, anche in questo caso 
indipendentemente dalla sensibilità all’acido nalidixico.  
 
Trasformazione di H. pullorum 
La sostituzione ACA→ATA (Thr→Ile) osservata negli isolati ciprofloxacina-
resistenti è stata confermata funzionalmente mediante la trasformazione di H. pullorum 
CIP 104787T. La presenza della mutazione puntiforme in posizione 84 dei trasformati 
ciprofloxacina-resistenti è stata confermata mediante PCR e successivo 
sequenziamento. Nove diverse colonie (tre per ogni donatore) casualmente selezionate 
tra quelle trasformate hanno presentato sostituzione ACA→ATA in posizione 84, 
dimostrando come la mutazione Thr84Ile sia responsabile dell’acquisizione della 
resistenza verso ciprofloxacina in H. pullorum.T 
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Tabella 3. Caratterizzazione delle mutazioni in gyrA del ceppo H. pullorum CIP 104787T e di 18 ceppi di H. pullorum di campo isolati da pollo e da tacchino 
 
Isolati Provenienza CMI (µg ml-1)a 
  
gyrA mutation 
 
CIP NA  Codone Cambiamento di base Cambiamento di aminoacido 
Isolati ciprofloxacina-sensibili       
CIP 104787T Uomo 0.12 8  -b - - 
HP6 Pollo 0.25 4  - - - 
HP8 Pollo <0.015 4  - - - 
HP1 Pollo 0.12 8  - - - 
HP17 Tacchino 0.5 16  - - - 
HP9 Pollo 0.25 32  - - - 
HP12 Tacchino 0.25 32  - - - 
HP5 Pollo 0.25 64  - - - 
Isolati ciprofloxacina-resistenti       
HP14 Tacchino 16 64  84 ACA→ATA Thr→Ile 
HP2 Pollo 32 32  84 ACA→ATA Thr→Ile 
HP3 Pollo 32 32  84 ACA→ATA Thr→Ile 
HP4 Pollo 32 32  84 ACA→ATA Thr→Ile 
HP15 Tacchino 32 16  84 ACA→ATA Thr→Ile 
HP10 Tacchino 32 128  84 ACA→ATA Thr→Ile 
HP16 Tacchino 64 32  84 ACA→ATA Thr→Ile 
HP18 Tacchino 64 64  84 ACA→ATA Thr→Ile 
HP11 Tacchino 128 64  84 ACA→ATA Thr→Ile 
HP7 Pollo 128 128  84 ACA→ATA Thr→Ile 
HP13 Tacchino 128 128  84 ACA→ATA Thr→Ile 
a
 CIP, ciprofloxacina; NA, acido nalidissico;  
b 
, nessun cambiamento 
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4.4 Discussione 
 
Gli unici dati di antibiotico-resistenza basati sulla determinazione delle CMI per H. 
pullorum sono quelli descritti da Ceelen et al. (2005b). Questi autori hanno condotto 
uno studio valutando l’attività in vitro di 13 antibiotici su 23 ceppi isolati da solo 3 
differenti allevamenti di broiler in Belgio. Gli autori hanno descritto una distribuzione 
bimodale dei valori di CMI solo per la spectinomicina mentre per i restanti 12 
antibiotici, tra cui ampicillina, enrofloxacina ed eritromicina, hanno osservato 
distribuzioni monomodali.  
Diversamente da questi autori, le distribuzioni dei valori di CMI da noi osservati su 
74 ceppi di H. pullorum isolati da 74 diversi allevamenti italiani di pollo, tacchino e 
struzzo, indicano una resistenza acquisita per ciprofloxacina, eritromicina e tetraciclina. 
Livelli analoghi di resistenza per questi farmaci sono stati osservati in ceppi di C. 
jejuni e C. coli isolati da pollo e tacchino in allevamenti di diversa tipologia in Europa e 
negli Stati Uniti (Moore et al., 2006). Questi dati confermano che il largo impiego di 
queste molecole nell’allevamento avicolo ha contribuito alla selezione ed al 
mantenimento di ceppi resistenti potenzialmente patogeni per l’uomo nella flora 
enterica di questi animali.  
Ceelen et al. (2005b), determinarono per ampicillina una CMI90 pari a 256 µg⋅ml-1 
associata ad una distribuzione monomodale con un range di valori compresi tra 32 e 
>512 µg⋅ml-1, indicando per H. pullorum una resistenza intrinseca a questa molecola. Il 
valore di CMI90 da noi ottenuto per ampicillina risulta essere invece pari a 8 µg⋅ml-1 con 
una distribuzione monomodale definita da un range di valori, tra 0,5 e 32 µg⋅ml-1.  
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Questi dati suggeriscono che i valori di CMI osservati per i ceppi di H. pullorum 
isolati in Belgio si riferiscono probabilmente ad una resistenza acquisita in seguito ad 
una pressione di selezione e non ad una resistenza naturale del battere. 
Le differenze riscontrate tra i nostri dati e quelli riportati da Ceelen et al. (2005b) 
sono probabilmente da attribuire al numero esiguo di allevamenti analizzati dagli autori 
belgi. Per esempio, i ceppi belgi di H. pullorum i cui valori di CMI costituivano il 
secondo picco della streptomicina a 8 µg⋅ml-1, erano stati isolati da animali apparteneti 
allo stesso allevamento. Questo fatto conferma l’importanza di studiare un numero 
elevato di ceppi non strettamente correlati epidemiologicamente al fine di ottenere dati 
attendibili sulla distribuzione delle resistenze all’interno di una popolazione batterica.  
Un particolare interessante che emerge dalla disamina dei dati ottenuti da Ceelen et 
al. (2005b) è il  rilievo che ceppi isolati nello stesso allevamento, strettamente correlati 
genotipicamente (Ceelen et al., 2006c), presentassero valori di CMI differenti per gli 
stessi antibiotici.  
La mancanza di un metodo standard impiegabile per lo studio dell’antibiotico-
resistenza negli epsilonbatteri e in particolare in H. pullorum, limita la comparazione 
dei dati ottenuti da diversi laboratori. Il protocollo per la definizione delle CMI da noi 
utilizzato è stato definito sulla base di quello proposto dal Clinical Standard Laboratory 
Institute (CSLI, precedentemente chiamato NCCLS) per C. jejuni e microrganismi 
correlati. Le modifiche da noi apportate non hanno alterato la riproducibilità del metodo 
e ciò è testimoniato dal fatto che i valori di CMI del ceppo di controllo C. jejuni ATCC 
33560 da noi ottenuti sono sempre caduti all’interno dei range di accettabilità definiti 
nel documento originale. 
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Gli isolati di H. pullorum da pollo e da tacchino provenienti da allevamenti italiani 
hanno mostrato un elevato livello di resistenza verso ciprofloxacina con valori di CMI 
compresi tra 16 e >128 µg⋅mL-1. Alla luce di questo dato è stato ritenuto opportuno, 
visto il largo impiego di questo chemioterapico sia in medicina umana sia in ambito 
veterinario, determinare il meccanismo molecolare legato alla resistenza in H. pullorum. 
L’attività di ricerca relativa a questa problematica ha permesso di sequenziare 
l’intero gene gyrA di H. pullorum CIP 104787T e di identificare mutazioni puntiformi 
nella QRDR di gyrA in ceppi di campo di H. pullorum legati alla resistenza a 
ciprofloxacina.  
La Cassette-ligation mediated PCR (Okuda et al., 1999) è risultato essere un metodo 
idoneo per determinare l’interna sequenza del gene gyrA e dei relativi promotori di H. 
pullorum CIP 104787T.  
La sequenza del gene gyrA di H. pullorum ha mostrato, inaspettatamente, un maggior 
livello di similarità con gyrA di Wolinella succinogenes (83%) piuttosto che con altri 
Helicobacter: H. hepaticus (76%) e H. pylori (72%). Confrontando la sequenza 
aminoacidica della QRDR di H. pullorum con quella di altre specie batteriche Gram 
negative è risultato che questa è identica a quella di W. succinogenes e di H. hepaticus 
evidenziando una stretta relazione tra questi batteri. Inoltre la sequenza di gyrA è 
risultata identica all’80% a quella di E. coli, confermando come questa regione sia 
altamente conservata. 
L’alto livello di similarità riscontrato tra gyrA di H. pullorum e di W. succinogenens 
è in accordo con quanto già descritto da Stanley et al. (1994) e Dewhirst et al. (2005), i 
quali dimostrarono un stretta relazione tra queste due specie mediante rispettivamente lo 
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studio del profilo proteico totale e l’analisi filogenetica del gene ribosomiale 23S rRNA. 
Questi dati suggeriscono la necessità di una rivalutazione tassonomica dei generi 
Helicobacter e Wolinella, come già suggerito da Dewhirst et al. (2005). 
I primers utilizzati in questo studio per l’amplificazione della QRDR di gyrA di H. 
pullorum, mostrano un alto livello di specificità verso questa specie, fallendo nel 
amplificare la QRDR di H. canadensis. Questo risultato suggerisce la possibile 
applicazione di questa PCR per discriminare queste due specie di Helicobacter. 
Solo un tipo di mutazione puntiforme in posizione 84 (Thr→Ile) è stata determinata 
nella QRDR di gyrA di tutti gli isolati di H. pullorum da pollo e da tacchino che 
presentavano resistenza nei confronti di ciprofloxacina.  
Questa posizione corrisponde in gyrA al codone 86 in C. jejuni, al codone 87 in H. 
pylori, al codone 85 in A. butzleri e al codone 83 in Pseudomonas aeroginosa, E. coli, 
Salmonella enterica serovars Enteritidis e Typhimurium (Yoshida et al., 1988; Piddock 
et al., 1993; Wang et al., 1993; Griggs et al., 1994; Moore et al., 1995; Mouneimné et 
al., 1999; Abdelbaqi et al., 2007).  
La mutazione Thr86Ile è stata frequentemente osservata in ceppi di C. jejuni con 
elevati livelli di resistenza ai fluorochinoloni (Wang et al., 1993). Allo stesso modo 
Thr87Ile e Thr85Ile sono state confermate essere funzionalmente associate a resistenza 
verso i fluorochinoloni in H. pylori (Moore et al., 1995) e A. butzleri (Abdelbaqi et al., 
2007). Nelle Enterobatteriaceae il codone 83 rappresenta “hot spot” per le mutazione in 
gyrA e le principali sostituzioni associate a resistenza o diminuzioni di sensibilità verso 
fluorochinoloni sono Ser83Ala o Ser83Phe (Yoshida et al., 1988; Piddock et al., 1993; 
Griggs et al., 1994).  
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Nessuna sostituzione è stata ritrovata in gyrA di H. pullorum in corrispondenza al 
codone 88 (correlato al residuo Asp91 in H. pylori), sostituzione invece frequentemente 
riportata in H. pylori (Moore et al., 1995; Wang et al., 2001) quale sito di mutazione in 
grado di conferire resistenza ai fluorochinoloni,.  
In questo studio è stata dimostrata, mediante trasformazione, la relazione tra la 
sostituzione Thr84Ile e la resistenza verso i fluorochinoloni in H. pullorum 
confermando la rilevanza delle mutazioni di questo codone nell’acquisizione della 
resistenza verso i fluorochinoloni dei batteri gram negativi.  
È interessante notare che nessuna mutazione è stata trovata nella QRDR di gyrA 
negli isolati di H. pullorum sensibili alla ciprofloxacina ma resistenti all’acido 
nalidixico (isolati: HP5, HP9 e HP12). Come già osservato in C. jejuni (Oyarzabal et 
al., 2007), l’acquisizione della resistenza per i chinoloni sembra stabilirsi 
indipendentemente da quella dei fluorochinoloni e sembra possa essere correlata a 
diverse cause: (i) mutazioni puntiformi in gyrA ma non comprese nella QRDR; (ii) 
mutazioni puntiformi in altri siti target (come per esempio la sub-unità beta della DNA 
girasi- gyrB); (iii) mutazioni puntiformi legate ad una sovraespressione del sistema delle 
pompe di efflusso o ad un inibizione dei geni codificanti proteine di membrana (purine).  
È interessante sottolineare che per il ceppo HP15 isolato da tacchino è risultato 
essere resistente alla ciprofloxacina e sensibile all’acido nalidixico (CMI di 16 µgml-1), 
è stato possibile identificare solo la mutazione Thr86Ile come per gli altri ceppi 
ciprofloxacina resistenti. Fenotipi di resistenza simili sono stati osservati in 
Staphylococcus aureus (Piddock et al., 2002) e in E. coli (Moniot-Ville et al., 1991) ed 
associati ad un ridotto uptake del fluorchinolone e a mutazioni in gyrA. Questi dati 
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indicano come la resistenza verso i chinoloni e i fluorochinoloni è acquisita 
probabilmente mediante meccanismi indipendenti anche per H. pullorum. 
Nessuna correlazione è stata osservata per H. pullorum tra numero e tipo di 
mutazioni in QRDR di gyrA e valori di CMI per la ciprofloxacina nei diversi isolati 
testati. Questo fatto suggerisce che altri meccanismi molecolari quali l’aumento 
dell’attività delle pompe di efflusso o/e una diminuita permeabilità di membrana sono 
implicati probabilmente nell’acquisizione della resistenza verso ciprofloxacina.  
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CONCLUSIONI 
La discussione e le considerazioni dei risultati esposti nella presente tesi, sono 
riportati nei singoli capitoli relativi a specifici argomenti di ricerca. 
In sintesi vengono di seguito riportati gli obiettivi raggiunti, che hanno permesso di 
aumentare le conoscenze relative a Helicobacter pullorum quale possibile agente 
zoonosico emergente: 
· La prevalenza di H. pullorum in Italia nel pollo e nel tacchino è risultata molto 
elevata: nel 96,4% degli allevamenti campionati è stato possibile individuare 
almeno un animale positivo.  
· Per la prima volta H. pullorum è stato isolato da tacchino e struzzo dimostrando 
un’ampia diffusione di questo microrganismo nelle specie di uccelli allevati a 
scopo alimentare. 
· Il protocollo d’isolamento da noi ottimizzato basato sul metodo della membrana 
filtrante (Steele e McDermott, 1984) è risultato molto sensibile e adatto per 
definire la prevalenza di H. pullorum nelle specie avicole permettendo di 
ottenere un numero molto elevato di isolati (306). 
· La tipizzazione genotipica ha permesso di confermare la variabilità 
intraspecifica in H. pullorum evidenziando uno scarso andamento clonale, anche 
se è stato possibile osservare che alcuni cloni sono distribuiti su più allevamenti. 
· Non è stato possibile ottenere isolati di H. pullorum da feci umane. 
· Le distribuzioni dei valori delle concentrazioni minime inibenti definiti su un 
numero di ceppi elevati di H. pullorum provenienti da tutti gli allevamenti 
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positivi appartenenti a indicarono una resistenza acquisita per ciprofloxacina, 
eritromicina e tetraciclina. 
· l’acquisizione di resistenza verso ciprofloxacina in H. pullorum è legata a 
mutazione nella QRDR di gyrA e in modo particolare alla sostituzione Thr86Ile, 
mutazione frequentemente segnalata in altre specie della stessa classe associata a 
elevati livelli di resistenza ai fluorochinoloni; 
· l’acquisizione di resistenza verso i chinoloni e i fluorochinoloni in H. pullorum, 
come in altre specie batteriche, sembra avvenire mediante meccanismi 
indipendenti. 
 
Tutte le diverse attività di ricerca svolte nella presente tesi sono state oggetto delle 
pubblicazioni scientifiche e delle comunicazioni a convegno qui di seguito elencate: 
 
· Zanoni R.G., Rossi M., Giacomucci D., Sanguinetti V., Manfreda G., (2007). 
Occurrence and antibiotic susceptibility of Helicobacter pullorum from broiler 
chickens and commercial laying hens in Italy. Int. J. Food Microbiol. 116: 168-
173.  
 
· Pasquali F., Rossi M., Manfreda G., Zanoni R. (2007). Complete nucleotide 
sequence of the gyrA gene of Helicobacter pullorum and identification of a point 
mutation leading to ciprofloxacin resistance in poultry isolates. Int. J. Ant. 
Agents.:222-228 
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· Rossi M., Sanguinetti V., Gavioli R., Lozito P., Manfreda G., Zanoni R.G., 
(2006). Prevalence of Helicobacter pullorum in broiler chickens in northern 
Italy. Gut Microbiology: research to improve health, immune response and 
nutrition, Aberdeen, Scotland, UK 21-23/06/2006. Rep. Nut. Dev. 46 (Suppl.1): 
S28. 
 
· Manfreda G., Rossi M., Sanguinetti V., Gavioli R., Lozito P., De Cesare A., 
Zanoni R.G., (2006). Prevalence of Helicobacter pullorum in broiler chickens in 
reared in intensive and extensive farms. XII European Poultry Conference, 
Verona, Italy, 10-14/09/2006. World Poultry Sci. J. 62 (supplement): 551-552. 
 
· Pasquali F., Rossi M., Zanoni R.G, Manfreda G., (2006). Cloning and 
nucleotide sequence of Helicobacter pullorum NCTC 12824 partial DNA gyrase 
gyrA gene. XII European Poultry Conference, Verona, Italy, 10-14/09/2006. 
World Poultry Sci. J 62 (supplement): 569-570. 
 
· Rossi M., Manfreda G., Lucchi A., Revez J., De Cesare A., Zanoni R.G. (2007). 
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intensively reared in northern Italy. CHRO2007, Rotterdam, 2-5 Settembre 
2007. Zoonoses and Public Health. 54 Issue s1: iv-165. 
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